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INTRODUCCION
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1.1.- La cromatina; Su composleiôn
La informaciôn genêtica de todos los seres vivos tiene su se 
de en el Scido desoxirribonucléico (DNA). Las moléculas de DNA no 
solamente pueden dar lugar a copias exactas de si mismas, sino que 
ademSs, sirven de molde en el delicado proceso de transcripciôn.
De la importancia de este proceso, y de la regulaciôn a que tiene 
que estar sometido, da idea el hecho de que en organismes plurice 
lulares se puedan observar células fenotipicamente muy distintas 
cuyo genotipo (composiciôn de su DNA) es, sin embargo, el mismo.
El DNA, pues, no sôlo desarrolla una funciôn estStica como 
almacén de la informaciôn genêtica, sino también en extreme dinâ- 
mica en cuanto al modo y regulaciôn de la transmisiôn de dicha in 
formaciôn.
En organismes eucariontes, el DNA se encuentra mayoritariamen 
te localizado en el nûcleo celular formando parte de un complejo 
supramolecular denominado cromatina. Esta denominaciôn no da cuen 
ta de un orgSnulo subcelular concrete, sino de un material que pue 
de ser aislado y purificado como una entidad propia, y que posee 
una composiciôn quimica caracteristica.
El anâlisis quimico de la cromatina indica que estS formada 
por DNA, RNA y proteinas. El porcentaje de RNA présente en prepa- 
raciones de cromatina procédantes de especies y tejidos distintos 
es muy variable, siendo mâs elevado cuanto mayor sea la tasa tran£ 
cripcional de la especie o tejido de procedencia. Su presencia se 
atribuye a moléculas de RNA nacientes producidas por transcripcion 
r aunque no puede descartarse por el momento que cierta fracciôn
—  2 —
de ëste RNA posea una funclôn estructural (Thomas y col., 1976).
En cuanto a la parte proteica del material g e n ë t i c o , se ha divido 
en dos clases principales:
- Una formada por proteinas bSsicas carentes de actividad enzimâ- 
tica denominadas histonas.
- Otra mâs heterogénea compuesta por proteinas Scidas o neutras 
denominadas proteinas no histonas, muchas de las cuales poseen 
actividad enzimâtica.
Se han caracterizado 5 fracciones principales de histonas:
Hl, H2A, H2B, H3 y H4, que estân présentes en todos los materiales 
analizados hasta la fecha, con excepciôn de la levadura (Saccharo 
myces cerevisiae) en la que no se ha encontrado la histona Hl 
(Franco y col., 1974; F e r n â n d e z , 1979). Ademâs de estas fracciones 
principales, se ha encontrado otra histona en la cromatina de e r ^  
trocitos nucleados (Neelin y col., 1964) llamada H 5 .
Seg(în su c o m p o s i c i ô n , y atendiendo a la proporciôn relativa 
de lisina y arginina, se han clasificado las histonas en ricas en 
lisina (Hl y H 5 ) , moderadamente ricas en lisina (H2A y H2B) y r i ­
cas en arginina (H3 y H 4 ) . En la tabla I se muestran algunas de 
las caracteristicas moleculares que definen a cada una de las frac 
clones de histona.
Las estructuras primaries de las histonas presentan una cla- 
ra asimetria respecto a la distribuciôn de los residuos a lo lar­
go de la cadena peptidica. Las regiones amino terminales de las 
histonas H2A, H2B, H3_y H4 son muy bâsicas y contienen una gran 
proporciôn de residuos que desestabilizan la estructura en a-hël^ 
ce. Las regiones centrales y C-terminales poseen una mayor propor
S 3
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ci6n de amlnoScidos apolares y residuos que favorecen la a-héllce. 
La asimetria en la estructura primaria dS lugar a dos dominios e£ 
tructurales para estas histonas: una zona bSsica N-terminal y un 
dominio globular que abarca el resto de la molécula (McGhee y FeJ^ 
senfeld, 1980). Las histonas Hi y H5 poseen tres dominios estruc- 
turales: dos regiones bSsicas N y C terminales y una zona central 
globular (Hartman y c o l . , 1977).
Las histonas se encuentran en la misma proporciôn en peso que 
el DNA en todas las etapas del ciclo celular y en preparaciones 
procédantes de tejidos distintos, su funciôn principal es la es- 
tructuraciôn del material genëtico.
Las proteinas cromosomales no histonas (PNH) son mucho mSs va 
riables y heterogéneas que las histonas. Algunas de ellas pueden 
unirse especificamente al DNA y estimular su transcripciôn (Bekhor 
y Samel, 1977), por lo que se ha sugerido para ellas un papel im­
portante en la regulaciôn especlfica de la expresiôn genêtica 
(Paul y col., 1973). Dentro del grupo de las PNH, se encuentran 
las llamadas HMG (proteinas de alta movilidad electroforética), al 
gunas de las cuales podrlan tener funciôn estructural ya que son 
capaces de interaccionar con las histonas (Goodwin y col., 1977).
El estudio estructural de la cromatina, utilizando tëcnicas 
flsicas como la difracciôn de rayos X, diô lugar a la proposiciôn 
de algunos modelos en los que se suponla una estructura superhel^ 
coidal continua para el DNA a la que se unirlan de modo inespecl- 
fico las histonas manteniendo su estabilidad (Wilkins y col., 1959; 
Luzzati y Nicolayef, 1963; Pardon y Wilkins, 1972). Posteriormen- 
te, mediante datos obtenidos por microscopla electrônica (Olins y
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0 1 1 n s , 1973) y el empleo de tëcnicas bioquimicas como tratamiento 
con nucleasas (Hewish y Burgoyne, 1973) , se superaron dichos mode 
los y se propuso un modelo de organizaciôn discontinua.
La microscopia electrônica revelô una disposiciôn de la fibra 
de cromatina anSloga a las cuentas de un collar, a cada una 
de las cuales se llamô cuerpo i/ (Olins y Olins, 1973). Los datos 
de digestiôn con nucleasas, tanto endôgenas (Hewish y Burgoyne, 
1973; Van Holde y col., 1974) como del micrococo S.aureus (Honde 
y col., 1974; Sollner-Webb y Felsenfeld, 1975), indicaron una dis^ 
tribuciôn discreta de fragmentos de 200 pares de bases (p.b.).
Oudet y col., en 1975 denominaron nucleosoma a ëstas subuni- 
dades de 200 p.b. que son équivalentes a los cuerpos visualiza- 
dos por microscopia electrônica.
1.2.- Estructura del nucleosoma.
Una vez establecida la naturaleza subunitaria y discreta de 
la cromatina, los estudios posteriores se enfocaron hacla el es- 
clarecimiento de la estructura de la subunidad o nucleosoma.
El tratamiento suave de nûcleos o cromatina con nucleasa de 
micrococo, mostrô que la longitud del DNA nucleosomal variaba se- 
gûn la especie y tejido, en un intervalo comprendido entre 154 p.b. 
en Aspergillus nidulans (Morris, 1976) y 241 p.b. en células de 
esperma de Trucha (Spadafora y col., 1976). Tratamientos mas exhaus 
tivos con el mismo enzima, daban lugar en todas las cromatinas es 
tudiadas a fragmentos de 140 p.b. (Shaw y col., 1976 ; Morris,1976;
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Spadafora y col., 1976). A ëste Oltimo producto de hidrôlisis se 
le llamô "core nucleosomal". La longitud variable del DNA del nu­
cleosoma se atribuyô a los segmentos internucleosomales que conec 
tan dos "cores" sucesivos (Van Holde y col., 1974).
La resistencia mostrada al ataque nucleolîtico por ëstos 140 
p.b. se interpretô como debida a protecciôn por las histonas.
El anâlisis electroforëtico en gel de poliacrilamida de las 
histonas présentes en nucleosomas purificados, revelô la existen- 
cia de cantidades equimoleculares de las fracciones H2A, H2B, H3 
y H 4 , y aproximadamente la mitad de Hl (Noll, 1974 a). Estos re- 
sultados, juntamente con la relaciôn obtenida de DNA/histona (Noll 
1974 a) son compatibles con el modelo propuesto de un octâmero de 
histonas formado por dos copias de cada una de las fracciones H2A, 
H2B, H3 y H 4 , ô histonas internas, y una copia de la histona Hl, 
o histona internucleosomal, por cada subunidad de la cromatina 
(Kornberg, 1974).
El estudio de las interacciones entre histonas que se produ- 
cen en el interior del octâmero nucleosomal, se ha abordado median 
te experimentos de reticulaciôn covalente y por anâlisis de los 
complejos formados por distintos pares de histonas en disoluciôn 
utilizando tëcnicas fisicas como la resonancia magnëtica nuclear.
La reticulaciôn de histonas con suberimidato de dimetilo, en 
disoluciones de alta concentraciôn salina, permitiô la caracteri- 
zaciôn de un tetrâmero de histonas ricas en arginina (H3)g(H4)^ y 
dîmeros y oligomeros H2A-H2B. El proceso utilizado para el aisla- 
miento de estas histonas, evitando al mâximo su desnaturalizaciôn,
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y empleando condiciones lo mSs prôxlmas posible a las fisiolôgicas, 
hlzo pensar que dichos productos obtenidos por reticulaciôn, refie 
jaban el modo en que se encontraban las histonas asociadas en la 
cromatina. Asi, el octâmero de histonas nucleosomales se organiza 
ria como un tetrâmero (H3)g(H4)g y dos dimeros (H2A)(H2B) (Kornberg 
y Thomas, 1974) .
Las zonas implicadas en la interacciôn de las histonas ricas 
en arginina se delimitaron con mâs precisiôn mediante estudios de 
resonancia magnëtica nuclear (Moss y col., 1976; Puigdomenech y 
col., 1977), observândose que son sus segmentos apolares situados 
en la parte C-terminal de ambas moléculas, los que muestran mâs 
afinidad entre si. Las zonas bâsicas N-terminales quedarlan libres 
y podrlan interaccionar con el DNA.
El estudio de la estequiometria y naturaleza de la interacciôn 
entre diverses pares de histonas puras en disoluciôn, permitiô e£ 
tablecer la existencia de complejos muy fuertes del tipo (H3)^(H4)  ^
y dimeros H2A-H2B y H2B-H4 (D'Anna y Isemberg 1973, 1974a, 1974b).
La importancia biolôgica de taies interacciones se corroborô m e ­
diante reticulaciôn, tanto en cromatina como en nûcleos, de histo 
nas con réactivés bifuncionales o por irradiaciôn con luz. u.v.
Taies experimentos permitieron aislar dimeros H2B-H4 (Van Lente y 
col., 1975; Martison y McCarthy, 1975; Martison y McCarthy, 1976 ; 
Suda e Iwai, 1979); dimeros H2A-H2B (Kelley, 1973; Van Lente y col., 
1975; Martison y McCarthy, 1975); tetrameros H2A-H2B (Kawashima e 
Imahori, 1979) y dimeros y tetrameros H3-H4 (Kornberg y Thomas,
1974; Kawashima e Imahosi, 1979).
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Martison y McCarthy (1976) obtuvieron un trfmero reticulado 
H2A-H2B-H4, en el cual la histona H2B actuaba de puente entre la 
H2A y la H 4 , con su parte N-terminal en contacte con la H2A y su 
mitad C-terminal unida a la H 4 .
Suda e Iwai (1979) concretaron mâs las zonas de contacte tan 
to intra como intermoleculares. obteniendo los siguientes produc­
tos de reticulaciôn:
H2A (Lys 5 y Lys 9)
H2B (Lys 34 y Lys 35)
H2B (Lys 24 ô 27) y H2A (Lys 74)
H2B (Lys 85) y H4 (Lys 91)
H2B (Lys 120) y H3 (Lys 115)
H2B (Lys 120) y H4 (Lys 77)
Otra via alternativa para el estudio de la funciôn de las dis 
tintas histonas en la estructuraciôn del DNA nucleosomal, la cens 
tituyô la experimentaciôn basada en reasociaciôn de fracciones in 
dividuales de histonas y mezclas de ëstas con DNA. Los diferentes 
tipos de reconstituidos se sometieron despuës a la acciôn de pro- 
teasas y nucleasas y se estudiaron tambiën utilizando tëcnicas fi 
sicas. Las histonas H3 y H4 resultaron ser las ûnicas en su capa- 
cidad de conferir al DNA ciertas caracteristicas semejantes a las 
que posee en el nucleosoma (Camerini-Otero y col., 1976); ello, y 
la mayor conservatividad encontrada para estas histonas en su es­
tructura primaria a lo largo de la escala evolutiva, llevô a adju 
dicar a las histonas ricas en arginina un papel fundamental en la 
organizaciôn del core nucleosomal.
La funciôn de las histonas H2A y H2B quedaba mas confusa, pu 
diendo consistir en estabilizar el complejo H3-H4-DNA, ô bien, en
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determinar el espaclado de los tetrameros (H3)^(H4)g a lo largo 
de la fibra de DNA (Kornberg, 1974).
Otro modèle distinto de asociaciôn de hlstonas dentro del nu 
cleosoma, fué el propuesto per Weintraub y col., en 1975, que ca- 
racterizaron, utilizando têcnicas hidrodlnSmlcas, un tetramero fo£ 
made per una molécula de cada una de las histonas internas. Este 
tetramero recibid el nombre de heterotîpico per encontrarse en él 
histonas de distinta proporcidn relativa Lisina/Arginina; dentro 
del tetramero heterotîpico, la sensibilidad de las histonas a hi- 
drdlisis trîptica, su reactividad con etc... resultaba anSlo
ga a la mostrada por ella en cromatina nativa.
Tomando como base la existencia de este tipo de tetrameros 
Weintraub y col., en 1976 formularon un modelo segdn el cual cada 
nucleosoma estarîa formado por dos semi-nucleosomas simétricamente 
apareados, que podrîan separarse durante la transcripciôn.
El octSmero de histonas nucleosomales puede aislarse y reti- 
cularse en soluciones de alta concentracidn salina (Thomas y Korn 
berg, 1975; Stein y col., 1977; Philips y col., 1979), pero su es 
tabilidad en solucidn depends de las condiciones de pH,temperatura 
y fuerza iônica, asî como de su propia concentraciôn en la solu- 
ci6n, disociândose fâcilmente por simple diluccidn (Philip y col., 
1980).
Los experimentos de reticulaciôn entre histonas no proporcio 
naron mâs informacidn acerca de la organizacidn de las histonas 
nucleosomales; no obstante, si permitieron la formulaciôn de varios 
modèles que justificaban los distintos productos de reticulaciôn 
encontrados guardando, ademâs, unas ciertas leyes de simetrîa (Tri
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fonov, 1978;Mj,rzabekov y col., 1978).
Con respecto a la organizaciôn del DNA nucleosomal, estudlos 
flsicos de dispersiôn de neutrones sugirieron que el DNA se encuen 
tra en el exterior del nucleosoma (Baldwin y col., 1975) indican- 
do una forma de elipsoide de revoluciôn oblato para el nucleosoma, 
con un eje mayor de 100 A y un eje menor de 50 A. (Pardon y col., 
1977 ; Richards y col., 1977).
La localizaciôn externa del DNA nucleosomal ya habla sido su 
gerida por Noll (1974b), que encontrô que la digestiôn de nûcleos 
con DNasa I daba lugar a una serie de fragmentes de DNA que resul^ 
taron ser mûltiplos de 10 p.b. en electroforésis realizadas en 
condiciones desnaturalizantes. La perioricidad mostrada ante el 
ataque enzimâtico debîa responder a algûn tipo de subestructura 
dentro del nucleosoma, ya que se presentô en la cromatina aislada 
de organismes muy distanciados en la escala evolutiva (Schmitd, 
1977; Phillips y Gigot, 1977; Cheah y Osborne, 1972; Lohr y col., 
1977).
1.2.1.- El core nucleosomal
En 1977, Finch y col., lograron obtener particules core cri£ 
talizadas. El anâlisis por microscopîâ electrônica y sobre todo, 
por difracciôn de rayes X de estes cristales, indicé que poseian 
unas dimensiones de 57 x 110 x 110 A.
Los 140 p.b. del core nucleosomal describen alrededor del oc 
tamero de histonas una.vuelta y très cuartos. El diâmetro de la 
superhélice formada es de aproximadamente 90 A y su paso de rosca 
28 A. El n*^  de pares de bases de una vuelta estarîa comprendido
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entre 75 y 82 (Felsenfeld, 1978) y el DNA se encuentra en confor- 
maciôn B.
El anâlisis del modo de actuaciôn de diverses enzimas, DNàsa I, 
DNasa II y nucleasa micrococal, sobre el DNA del core nucleosomal 
proporcionô mâs detalles sobre su modo de estructuraciôn. Los très 
enzimas producen certes simëtricos alrededor de un mismo punto s^ 
tuado periédicamente cada 10 n+1 bases del extreme 5' del DNA de 
la partîcula core; por otra parte, los lugares de corte en ambas 
hebras del DNA se encuentran desplazados 1 base (DNasa I) 6 2 ba 
ses (DNasa II) alrededor de cada punto 10 n+1 reconocido por el 
enzima.
Mediante el marcaje radiactivo del fosfato 5'terminal y el 
tudio de los fragmentes obtenidos enzimâticamente, se observé que 
las posiciones hidrolizadas por la DNasa I eran: 12, 22, 32....
(10 n+2) , siendo las accesibles a la DNasa II: 13, 23, 33... (10 
n+3). Estas posiciones se encuentran situadas en el surco estrecho 
de DNA, mientras que la nucleasa de micrococo actûa en el surco 
ancho (Fig. 1).
De estes estudios se desprende, por otra parte, que de cada 
10 pares de bases, 6 resultan protegidas mientras que cuatro son 
accesibles a los enzimas hidrolîticos.
Lutter, en el mismo ano, obtuvo las frecuencias relativas de 
corte delà DNasa I en cada una de las posiciones. El anâlisis de 
dichas frecuencias indicé la existencia de un eje de simetrîa bi- 
nario en la posicién 71 que daba lugar a la obtencién de frecuen­
cias de corte anâlogas en puntos equidistantes en ambas hebras a^ 
rededor de esta posicién. También propuso la existencia de un pun
-12 —
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3“ y j  L&r 3'
Fig. 1 .- Localizaciôn de los sitios de corte de los enzimas DNasa 
I (I), DNasa II (II) y nucleasa de micrococo (S), en el 
DNA del "core nucleosomal".
^  Eje de simetrîa situado en el piano de la pâgina. 
(Sollner-Webb y col., 1978)
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to de simetrîa secundaria en la posicién 71 que implicaba cierta 
relacién de frecuencias en posiciones equidistantes dentro de una 
hebra del DNA, del mismo modo, era posible obtener una relacién 
anâloga para puntos separados por 80 bases dentro de una misma ca- 
d e n a .
La interpretacién espacial de êstos datos evidenciaba un sen 
tido de enrollamiento levogiro del DNA alrededor del nûcleo de his^ 
tonas, indicando, como nûmero mâs probable, 80 p.b. por giro de la 
hélice.
El conocimiento de la organizacién primaria de las histonas 
a lo largo del DNA, expérimenté un avance considerable mediante la 
aplicacién de una técnica de reticulacion histona-DNA, que consi^ 
te en la unién de residues de lisina al DNA, parcialmente despuri^ 
nizado, de partîculas "core". La rotura posterior del âcido nuclei 
CO en ese punto, deja ligada la histona al fragmente 5'terminal 
del DNA. Mediante electroforésis bidimensional, es posible después 
determiner la naturaleza de la histona reticulada y la longitud 
del DNA al que se encuentra unida. Todo elle ha permitido la con£ 
truccién de un mapa de alta resolucién que describe el orden de 
distribucién de las histonas a lo largo del DNA del "core nucleo­
somal" .
Las histonas parecen encontrarse regularmente ordenadas a lo 
largo de segmentes discrètes de DNA de una longitud de 6 nucleotjL 
dos; éstos segmentes estân separados entre sî por zonas de 4 nucleo 
tides libres de histonas. Dicha distribucién probablemente se rea 
lize de modo similar sobre cada cadena del DNA, pudiendo una his­
tona dada, unida a un segmente discrete de una de las cadenas, os
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cilar h a d a  la complementaria a través del surco grande del DNA.
Las fig. 2 y 3 ilustran los modelos propuestos por Shick y col. 
(1980) para ésta ordenacién.
En el modelo lineal, cada una de las dos moléculas de cada 
histona interna se encuentra localizada por entero en una de las 
mitades del DNA del core. Esta distribucién es compatible con la 
propuesta por Weintraub y col. (1976) que suponia cada nucleosoma 
formado por dos seminucleosomas. La existencia de seminucleosomas 
ha sido descrita también por otros autores (Tsanev y Petrov, 1976; 
Oudet y col., 1978).
El modelo tridimensional muestra una distribucién semejante 
al lineal; la ûnica diferencia se refiere a la localizacién de las 
histonas H3 y H2A, q u e , en este caso, se unen simultâneamente al 
DNA de la regién central de una banda, y al DNA de los extremos de 
la banda complementaria perteneciente a "distinta mitad" del "core 
nucleosomal". Este modelo sugiere que las histonas H3 y H2A podrîan 
encontrarse "cerrando" el DNA del core nucleosomal. La localizacién 
de la histona H3 en los extremos del nucleosoma se ha puesto de 
manifiesto mediante los experimentos realizados por Simpson (1978a).
En ambos modelos puede observarse que los 20 p.b. de cada ex 
tremo 5' del DNA se encuentran libres sin interaccionar con las 
histonas, lo cual es compatible con los resultados obtenidos por 
desnaturalizacién térmica; la fusién de cores nucleosomales en tam 
pén cacodilato 1 mM a pH=7.2, es un proceso bifâsico con inflexio 
nés a 60°C y 74®C (Weischet y col., 1978). La primera fase de fu­
sién se interpréta como desnaturalizacién de alrededor de 40 p.b.
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Fig. 2 .- Modelo lineal de ordenacién de las histonas sobre ambas 
cadenas del DNA del "core nucleosomal". Las cajas abier 
tas o rellenas indican la localizacién en mitades distin 
tas del DNA de cada una de las dos copias de las histo­
nas .
(Shick y col., 1980)
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140
Fig. 3 .- Modelo tridimensional de ordenaciôn de las histonas en 
el DNA estructurado del "core nucleosomal". La posicién 
de cada una dg las dos moléculas de histona sobre el DNA 
se indica mediante cajas abiertas o rellenas.
(Shick y col., 1980)
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y la segunda corresponde a los restantes 100 p.b. que se encuen­
tran mas protegidos.
Simpson en 1979 propuso dos dominios e structurales para el 
DNA del core nucleosomal:
- Dos zonas terminales de 20 p.b. cada una que interaccionan
poco con el octamero de histonas.
- Una regién central de 100 p.b. mas protegida.
Los experimentos de reconstitucién realizados por Noll y col. 
(1980) establecen, por otra parte, que la longitud minima de DNA 
capaz de complejarse con el octamero de histonas nucleosomales, 
es de 108 p.b.
1.2.2.- El Cromatosoma.
Simpson (19 78b) dié la denominaciôn de cromatosomas a unas 
partîculas de 160 p.b. de DNA asociadas al octamero de histonas
internas mas una molécula de HI (é H 5 ) .
Estos fragmentos de 160 p.b. se producen en el transcurso de 
la digestién de nûcleos con nucleasa endôgena o micrococal y supo 
nen un producto intermedio entre el nucleosoma de 2 00 p.b. y el 
core nucleosomal de 140 p.b. (Simpson y Whitlock, 1976).
La reduccién nucleotîlica de 160 a 140 p.b. va acompahada de 
la liberacién de la histona Hl (Shaw y col., 1976).
La longitud del cromatosoma es constante en todas las especies 
y tejidos de los que se ha aislado. Esta propiedad junto con el he 
cho de que se encuentren présentes en él todas las histonas, hace 
que su estudio revista particular interés, tanto por la informacién
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que puede suminlstrar acerca de la situaciôn de la histona HI, co 
mo por considerarla la unidad bâsica de la fibra cromosomal.
El perfil de desnaturalizacién térmica de los cromatosomas 
en EDTA 0,25 mM a pH=7.0 es monofâsico, con la inflexién situada 
en 77,5°C. La desaparicién de la transicién a 60°C en los cores nu 
cleosomales, ha sido interpretada por Simpson suponiendo que la 
histona Hl (ô H5) no solo protege los 20 p.b. adicionales de esta 
partîcula con respecto al core nucleosomal, sino también los otros 
20 p.b. de las regiones extremas del DNA del propio core nucleoso 
m a l .
La frecuencia de corte de la DNasa I en cromatosomas, sugiere 
que los 20 p.b. adicionales del cromatosoma estân situados simétri. 
camente 10 a cada lado del DNA del core nucleosomal, completando 
asî dos vueltas de 80 p.b. Esto fuerza a que los puntos de entra- 
da y salida del DNA en el cromatosoma se encuentren muy préximos 
(Simpson, 1978 b ) .
Posterior informacién acerca de la localizacién de las distin 
tas zonas de la histona Hl (é H5) en el cromatosoma, pudo obtener 
se por medio de los trabajos de reconstitucién de cromatina con 
diferentes regiones de la molécula de Hl y de H5, y el estudio de 
las cromatinas reconstituidas; en su accesibilidad a nucleasa mi­
crococal y comportamiento hidrodinâmico (Allan y co l . , 1980).
Las histonas Hl y H5 poseen dos dominios bâsicos N y C termi^ 
nales y un dominio central globular. Ninguna de las très zonas por 
separado fué capaz d% dar a la cromatina reconstituida las carac- 
terîsticas de sedimentacién que posee con la histona intacta, aho 
ra bien, la zona globular de una u otra histona résulté ser la mâs
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eficiente en el desarrollo de esta funclén. La accesibilidad a nu 
cleasa micrococal también senalô a las zonas globulares como ûni- 
cas en su capacidad de protéger un fragmente de 168 p.b. Todo elle, 
junto con la mayor preferencia mostrada por dichas zonas para in­
teraccionar con el DNA superhelicoidal (Singer y Singer, 1976), 
llevô a Allan y col., (1980) a la proposicién de un modelo de lo­
calizaciôn de éstas histonas en el cromatosoma (veasé fig. 4).
Otro modelo para el cromatosoma sugerido por Belyavsky y col. 
(1980) es el que se muestra en la fig. 5. Su elaboraciôn se reali 
z6 usando el tipo de experimentaciôn ya descrito en el apartado
2.1. (pârrafo 7). Segûn Belyavsky, las histonas internas (H2A, H2B, 
H3 y H4) se distribuyen en el cromatosoma de manera anâloga a como 
lo hacen en el core nucleosomal, pero con un desplazamiento en sus 
puntos de uniôn al DNA de 10 nucleotidos en ambas cadenas a partir 
del extremo 5'terminal del cromatosoma. Las histonas internas su- 
fren una expansiôn de modo que llegan a ocupar la longitud total 
del DNA del cromatosoma.
La histona internucleosomal (Hl 6 H5) se une principeImente 
a los extremos del DNA del cromatosoma, pero también tiene contac 
tos a lo largo de toda la longitud del DNA, interaccionando con 
las regiones de 4 nucleotidos distribuidas cada 10 n bases que de 
jan libres las histonas Internas (veasé fig. 6)
La proximidad de la histona Hl a las histonas internas ■_ 
justifies, por otra parte, la obtenciôn de los siguientes comple- 
jos por reticulaciôn en nOcleos o cromatina: dîmeros H1-H2A (Bon- 
likas, 1980), dîmeros H1-H2B y H1-H3 (Hardison, 1977) y polîmeros 
H1-H3-H4 (Glotov y col., 1978).
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H I  (36-121)
Fig. 4 .- Modelo propuesto para la localizaciôn del dominio globu 
lar de las histonas muy ricas en lisina en el cromatoso 
m a .
(Allan y colr, 1980)
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-Hl
-DNA
Fig. 5 .- Localizaciôn de la histona HI en el cromatosoma segûn 
Belyavsky y col. (1980)
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Fig. 6 .- Posiciôn de las histonas en el DNA del cromatosoma,
(1) lugar principal de uniôn de la histona Hl 
J_ contactos de la histona Hl a lo largo del DNA del cro 
matosoma
(Belyavsky y col., 1980)
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1.2.3.- Influencia de la fuerza iônica en la estructura nucleo­
somal .
El core nucleosomal de 140 p.b. contiene 280 grupos fosfato 
cargados negativamente, a los que pueden sumarse 33 cargas négatif 
vas procedentes de las histonas. El nûmero de cargas positivas 
aportadas por los residuos de lisina, arginina e histidina de las 
histonas es tan solo de 118 (Fasman y col., 1977). La vuelta y 
très cuartos que dan los 140 p.b. alrededor del core proteico im- 
plica que dos segmentos de DNA de alrededor de 60 p.b. se encuen­
tran muy prôximos en la superficie nucleosomal, ya que la separa- 
ci6n entre ambos giros de la hélice es tan solo de 5-10 A.
La mayor o menor concentraciôn de iones en el medio puede pro 
vocar variaciones estructurales que impliquen cambios en el volû- 
men de la partîcula que tiendan a mantener constante la densidad 
de carga. El estudio de dichos cambios conformacionales no s61o 
puede dar idea de las transformaciones que es posible que sufra el 
nucleosoma durante el proceso de transcripciôn, sino también es in 
teresante por sus impiicaciones en las estructuras de mayor orden 
de la fibra cromosomal.
Gordon y col. (1978) encontraron dos transiciones en partîcu 
las de 140 a 160 p.b. La primera se producîa a una concentraciôn 
de ClNa comprendida entre 0,7 y 2 mM, y la segunda en un interva- 
lo de 5 a 11 mM. Ambas se caracterizaban por un aumento brusco del 
coeficiente de sedimentaciôn y un descenso de la elipticidad molar 
a 282 nm. El aumento de entropîa asociado a ambas transiciones in 
dica que la disminuciôn de la fuerza iônica implica el paso de una 
conformaciôn compacta ordenada a otra intermedia menos ordenada, 
y de ésta a una estructura abierta.
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Ambas transiciones se presentan en un intervalo de pH de 6 a 
9 pero no son observables a pH=5. La protonaciôn a êste pH de 
algunos grupos carboxilo e histidilo de las cadenas proteicas po- 
dria dar lugar a una disminuciôn de la carga negativa de la parti 
cula que traerla consigo una disminuciôn de la energla electrostS 
tica de expansiôn. Por otra parte, a pH Scido es posible que se 
rompan contactos especlficos entre las histonas que resulten nece 
sarias para la variaciôn de la forma del nucleosoma (Gordon y col., 
1979); los experimentos de reticulaciôn realizados por Martison y 
col. (1979) indican la pêrdida de cuatro sitios de contacte distin 
tos entre las histonas H2B y H 4 .
Un factor a tener en cuenta en el estudio de las transiciones 
nucleosomales a baja fuerza iônica, es la longitud del DNA de la 
partîcula nucleosomal. De las dos transiciones observadas por Gor 
don y col. (1978), la primera ha sido atribuida a los cores de 
140 p.b.; mientras que la segunda parece ser propia de los cromato 
somas de 160 p.b. (Gordon y col., 1979; Dietrich y col., 1980).
La utilizaciôn de técnicas de fluorescencia y el marcaje de 
la cisteina de la parte C-terminal de la histona H3, ha permitido 
a Dietrich y col. (1979) describir cuatro estados distintos para 
partîculas core existentes a distintas fuerzas iônicas.
I. En el primer estado (para fuerza iônica 0,5 mM) la estructura 
es abierta y flexible. La separaciôn de las dos cisteinas de am 
bas moléculas de H3, es de alrededor de 48 A.
II. En el segundo estac^o (para fuerza iônica 0,5-100 mM) , la con for 
maciôn es mas rigida y elipsoidal, estando ambas cisteinas mas 
prôximas e internas en la matriz proteica.
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III. En el tercer estado (para fuerza iônica 100-400 mM) se mantie 
ne la conformaciôn rigida pero existe un ligero incremento en 
la apertura.
IV. El cuarto estado (a fuerza iônica 600 mM) se caracteriza por 
una separaciôn entre las dos cisteinas (Fig. 7).
1.3.- Superestructura de la fibra cromosomal.
La sucesiôn de nucleosomas a lo largo del DNA dâ lugar a una 
fibra de cromatina de 100 A de diâmetro, que al M.E. tiene la apa- 
riencia de cuentas de collar ordenadas linealmente. Esta fibra pue 
de considerarse como el primer nivel estructural de la fibra cromo 
soraal. Su condensaciôn posterior origina otros nivoies estructura- 
les superiores, asî como un mayor grado de empaquetamiento del DNA.
En determinadas condiciones es posible visualizar al M.E. fi- 
lamentos gruesos de 300 A de diâmetro (Du Praw, 1966) que se supo- 
nen originados por plegamientos o enrollamientos del filamento fi- 
no (Ris, 1975).
La formaciôn y estabilizaciôn de los filamentos gruesos pare­
ce estar mediada por la presencia de la histona Hl. La eliminaciôn 
de esta histona en oligonucleosomas origina un aumento de su coef_i 
ciente de fricciôn (Noll y Kornberg, 1977) que es consecuente con 
la adopciôn, por parte de estos, de una conformaciôn mâs exten- 
dida. Ademâs, la cromatina sin Hl posee una temperatura de desna- 
turalizaciôn menor (Reeck y col., 1972) y una viscosidad intrînse- 
ca mayor que la nativa (Henson y Walker, 1970; Lewis y col., 1976).
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Fig. 7 .- Esquema de los estados estructurales del "core nucleoso 
mal" bajo diferentes condiciones salinas.
* Cisteina 110 de la histona H3 
(Dieterich y col., 1979)
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Otro factor importante para la estabilidad de los filamentos 
gruesos, lo constituye la presencia de iones en el medio. En medios 
de baja fuerza iônica solo son visibles al M.E. los nucleofilamen 
tos de 100 A (Olins y Olins, 1974).
Los estudios de dispersiôn de neutrones de las fibras de 300 
A sugieren que los nucleosomas se pliegan en forma de solenoide.El 
solenoide tendria, segûn estos datos, un diâmetro de 300 A, un pa 
so de rosca de 100 A y un hueco central de 100 A de diâmetro (Car 
penter y col., 1976). Estas estructuras solenoidales se habîan 
puesto anteriormente de manifiesto también por microscopîâ electrô 
nica (Finch y Klug, 1976). El nûmero de nucleosomas por vuelta del 
solenoide estarîa comprendido entre 4 y 10, pudiendo existir en 
soluciôn "families de solenoides" con diferente grado de compacta 
ciôn y distinto nûmero de nucleosomas por vuelta (Suau y col.,
1979); no obstante el nûmero de 6 nucleosomas por vuelta es el mâs 
aceptado, y el que también indican los estudios de birrefringencia 
eléctrica realizados por Marion y Roux (1978).
Otros detalles acerca de la estructura del solenoide, como la 
orientaciôn de las subunidades dentro de él, no estân aûn plenamen 
te establecidos. Los resultados de McGhee y col. (1980) apuntan 
hacia una orientaciôn ortogonal de los cromatosomas, que estarîan 
dispuestos de forma radial; su secciôn transversal serîa la que 
aparece en la fig. 8.
Otro tipo de estructura secundaria alternative al solenoidal 
es el que se conoce como modelo de los "Superbeads". Segûn este mo 
delo los nucleosomas se agrupan a lo largo de la fibra de cromati
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Fig. 8 .- Secciôn transversal de un solenoide de 300 Â de diâmetro. 
a - DNA internucleosomal superhelicoidal 
b - eje del DNA internucleosomal superhelicoidal
angulo formado por la tangente al DNA inter nucleoso 
mal y la pormal al eje de ésta.
(McGhee y col., 1980)
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na dando lugar a partîculas discretas de aspecto globular (super­
bead) de 200-300 A de diâmetro sin originar una formaciôn helicoi^ 
d a l ,
El modelo de los superbeads tiene su origen en la observaciôn 
realizada por Hozier y col. (1977) de que existe una pausa en la 
cinética de digestiôn con nucleasa, tanto de nûcleos como de fibras 
cromosomales, en la que se liberan partîculas que poseen un coefi 
ciente de sedimentaciôn de 40 S y contienen aproximadamente ocho 
nucleosomas. Al M.E. dichas partîculas poseen una configuraciôn 
globular siendo su diâmetro 200 A.
El tratamiento de cromatina con nucleasas especîficas de DNA 
monocatenario ha evidenciado también la existencia de sitios sus­
ceptibles a estos enzimas distribuidos a intervalos de 8 a 80 nu­
cleosomas (Fujimoto y col., 1979).
El nûmero de nucleosomas que integran un superbead es variable, 
habiéndose propuesto también el de 12 como nûmero medio (Renz,
1977). Este nûmero estarîa mâs de acuerdo con los polîmeros de 12 o 
mûltiplo de 12 moléculas de Hl, obtenidos por reticulaciôn con su 
berimidalo de dimetilo de nûcleos o cromatina (Itkes y col., 1980).
La obtenciôn de solenoides o superbeads puede depender del 
método utilizado en el proceso de obtenciôn de la cromatina. Wor- 
cel (1978) ha propuesto que los superbeads pueden originarse de 
un solenoide discontinue interrumpido regularmente cada dos giros. 
También Thoma y col. (1979) interpretan los superbeads como esta­
dos intermedios de condensaciôn del nucleofilamente para dar lugar 
al solenoide.
En cualquier caso, la fibra de estructura secundaria es suce£ 
tible aûn de mayores indices de estructuraciôn. Schmitz y Ramana-
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than proponen un nivel terciario de organizaciôn para la fibra so 
lenoidal (Fig. 9).
Este modelo tiene su base en la preferencia mostrada por la 
histona Hl hacia las zonas de DNA ricas en A-T. El DNA de los or- 
ganismos eucariontes posee secuencias repetitivas de alrededor de 
300 p.b. y no repetitivas de 800-1000 p.b. Los dos tipos de secuen 
cias estân mezclados, siendo la longitud total de ambas regiones 
aproximadamente 1200 p.b. que es équivalente a la longitud dé 6 
nucleosomas.
La distribucién de las regiones ricas en A-T no es al azar, 
sino que estas zonas se encuentran concentradas en los espacios in 
ternucleosomales, lo que implica una disposiciôn de bloques a lo 
largo de la estructura secundaria hacia los cuales tendria una 
gran afinidad la histona Hl.
Segûn Schmitz y Ramanathan, el proceso que inicia la estructu 
ra a nivel terciario de la fibra, es un cambio de conformaciôn de 
los residuos 72-106 de las histonas ricas en lisina. Este cambio 
va acompanado por un aumento de afinidad del dominio globular de 
estas histonas por DNA superhelicoidal de cores adyacentes. Como 
los bloques ricos en A-T se encuentran dispuestos helicoidalmente 
a lo largo de la estructura 2 ^ ^  , y a elles pueden unirse mas de 
una molécula de Hl, podrîan formarse puentes conectando la regiôn 
internucleosomal, con dos "cores" adyacentes. El efecto acumulat 
vo de gran nûmero de conexiones acarrearîa la formaciôn de la hé­
lice de 1000 A de espesor.
Un giro de esta hélice comprende aproximadamente 12 vueltas 
del solenoide.
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P u e n t e s  
h i st onas
Fig. 9 .- Modelo propuesto para el plegamiento en un tercer nivel 
de organizaciôn de los polinucleosomas.
(Schmitz y Ramanathan, 1980)
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1.3.1.- Influencia de la fuerza iônica en la superestructura 
de la cromatina.
Del mismo modo que la partîcula core y el cromatosoma sufren 
una transiciôn estructural a baja fuerza iônica, en el intervalo 
de 1-3 mM y 7 mM respectivamente, también los fragmentos grandes 
de cromatina, desprovistos previamgnte de las histonas ricas en li^  
sina, tienen un cambio conformacional en éste intervalo (0,75-7mM) 
(Fulmer y Fasman, 1979). Tal variaciôn en la estructura se refle- 
ja en alteraciones de su espectro de dicroismo circular y de su 
perfil de desnaturalizaciôn térmica. La comparaciôn del comporta­
miento de la cromatina intacta y la cromatina sin Hl (H5), permite 
poner de manifiesto el papel de estas histonas en la estabilizaciôn 
de la estructura nucleosomal a baja fuerza iônica.
El estudio mâs sistemâtico del efecto de la fuerza iônica en 
la morfologîa de la cromatina intacta y desprovista de histona Hl, 
lo ha realizado Thoma y c o l . (1979).
Las micrografîas de cromatina en ClNa 1 mM, muestran un fila 
mento de nucleosomas, o nucleofilamento ;, que va condensândose 
progresivamente al aumentar la concentraciôn salina del medio,dan 
do lugar a una serie de estructuras helicoidales con distinto n® 
de nucleosomas por vuelta hasta que, al llegar a ClNa 60 mM, se 
obtiene el solenoide perfectamente estructurado con caracterîsti- 
cas semejantes a las descritas por Finch y Klug (1976) .
La cromatina privada de histonas ricas en lisina también se 
condensa al aumentar Fa fuerza iônica pero no dâ lugar a estructu 
ras tan definidas. A muy baja fuerza iônica se aprecian ademâs di
- 33 -
ferencias en cuanto a los puntos de entrada y salida del DNA inter 
nucleosomal en la sucesiôn de "cores" del nucleofilamento. Estos 
puntos se encuentran localizados en lugares opuestos en la croma­
tina sin Hi (H5) y en zonas prôximas (dando lugar a un zig-zag) en 
el caso de cromatina compléta, (veasé Fig. 10)
Segûn Butler y Thoma (1980) el logaritmo del coeficiente de 
sedimentaciôn guarda relaciôn lineal con el logaritmo de la fuerza 
iônica en el intervalo de 5 a 125 mM para fragmentos de 6 a 30 nu 
cleosomas. En fragmentos menores de 6 nucleosomas, la citada rela 
ciôn sôlo se obtiene en el intervalo de 5 a 25 mM. Los experimen­
tos de StrStling (1979) con tri y tetranucleosomas indican también 
en este mismo intervalo una transiciôn cooperativa de una confor­
maciôn extendida a otra mâs compacta. Por encima de 20 mM se pro­
duce la agregaciôn de las distintas cadenas nucleosomales cortas 
mediada por la histona Hl, dicha agregaciôn no es cooperativa y se 
produce a una fuerza iônica de 70 mM (Campbell y Cotter, 1977). El 
comportamiento diferencial de los fragmentos inferiores y superio 
res a 6 nucleosomas parece indicar que es éste el nûmero de subun_i 
dades necesarias para la obtenciôn de mayores ôrdenes estructura- 
les.
Por otra parte, los fragmentos superiores a 30 nucleosomas, 
tienen una variaciôn brusca de sus coeficientes de sedimentaciôn 
entre 45 y 55 mM, existiendo un tamano crîtico de 50 nucleosomas 
para dicha transiciôn. Esto sugiere una estabilizaciôn cooperati­
va de la estructura solenoidal en dicho intervalo, de modo que por 
debajo de 45 mM la atracciôn entre giros adyacentes del solenoide 
no es lo suficientemente fuerte como para permitir una conforma-
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Fig. 1 0 .- Modelo idealizado para lag superestructuras hélicoïda­
les de la cromatina con HI y las transiciones estructu 
rales como consecuencia del aumento de la fuerza iônica, 
(Thoma y col., 1979)
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ci6n estable. El tamano crîtico de 50 nucleosomas, corresponde 
aproximadamente a 8 vueltas de un solenoide con 6 nucleosomas por 
vuelta y puede indicar que es ésta la longitud necesaria para una 
adecuada estabilizaciôn axial de la estructura.
1.4.- Los enzimas proteoliticos en el estudio estructural de la 
cromatina.
Es un principio establecido que la integridad estructural de 
la cromatina depende de dos tipos de interacciones: histona-histo 
na e histona-DNA. Dichas interacciones pueden verse modificadas 
mediante la proteôlisis parcial de las histonas, introduciendo per 
turbaciones estructurales a partir de las cuales es posible sacar 
informaciôn acerca de la estructura Intacta.
Las primeras investigaciones acerca de las propiedades de la 
nucleo-histona tratada con tripsina se deben a Cohen (1945) y po£ 
teriormente, siguiendo la misma lînea de trabajo a Marks y Schume 
ker (1968). Estos encontraron que el tratamiento de la cromatina 
con tripsina daba lugar a un material compuesto por un 70% de DMA 
y un 30% de proteîna: el complejo resultô ser soluble en ClNa 0,2 
M, fuerza iônica en la cual la cromatina nativa posee un minimo 
de solubilidad. Por medio de la hidrôlisis triptica, la cuarta par 
te del material proteico original se transformô en peptidos peque 
nos capaces de difundir a través de los poros de las membranas de 
diâlisis; el 50% de los peptidos resultaron no difusibles y la 
cuarta parte restante se encontraban asociados al DNA. Estos Olti 
mos eran capaces de mantener, en cierto grado, la helicidad del DNA,
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como deroostraron los estudios hidrodlnâmicos: las dimenslones del 
DNA en el hidrolizado resultaron menores que las del DNA libre ob 
tenido a partir de aquel.
Simpson (1972) determinô que el nûmero de enlaces peptldicos 
rotos por el enzima eran 55 por cada 100 p.b. de D N A . Este nOmero 
es équivalente a la suma de U s i n a s  y argininas accesibles en la 
cromatina intacta y que pueden ser fâcilmente tituladas o modifi­
cadas con anhidrido acético. De este modo, solo resultan suscept^ 
bles a la Tripsina el 25-30% de los enlaces potenciales.
Simpson encontrô en la cromatina tripsinizada aproximadamen­
te un 50% de peptidos fuertemente unidos al DNA; éstos pëptidos 
parecian ocupar las mismas posiciones que antes del tratamiento, 
no observândose deslizamiento o redistribuciôn a lo largo del DNA. 
Los estudios hidrodinâmicos y fîsicos de la cromatina residual in 
dicaron el aumento de su relaciôn axial producido por una cierta 
relajaciôn de la superhëlice del DNA.
La protecciën ante la tripsina del 70-75% de los enlaces se 
atribuyô a la interacciôn de la lisina o arginina implicada en d^ 
cho enlace con un fosfato de la cadena del DNA. Esto permitla pen 
sar que el rendimiento obtenido de cada peptido podîa dar cuenta 
de la mayor o menor afinidad de uniôn del aminoâcido bësico al DNA 
y, en cierto modo, indicar los segmentos de uniën de las histonas 
al mismo.
Kato e Iwai (1977) hidrolizaron con tripsina cromatina sin 
H1 y aislaron alrededor de 50 pëptidos de la cromatina residual; 
observaron que la mayorla de ellos pertenecîan a las zonas N-termi
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nales, de las histonas, siendo muchos de ellos solapantes como con 
secuencia de rotura incomplete de muchos enlaces. Alguno de los pép 
tides provenian de las zonas C-terminales y, en general, no se aip 
laron pëptidos de las regiones centrales. Todo ello se interpretô 
como reflejo de la uniën preferente de las histonas al DNA por sus 
zonas bSsicas N-terminales, actuando tambiën de modo secundario las 
porciones C-terminales en dicha uniën.
El estudio de los pëptidos présentes en limites de digestiën 
tripticos de cromatina mediante marcaje previo de tirosinas y elec 
troforësis bidimensional (Weintraub y col., 1975) y mediante anâl_i 
sis de aminoScidos (Whitlock y Simpson, 1977) ha permitido estable 
cer que las zonas centrales y C-termihales de las histonas son re- 
lativamente resistentes en la cromatina al ataque proteolitico, h^ 
drolizândose entre 23 y 42 residues de las zonas C-terminales (Whip 
lock y Simpson, 1977).
Los pëptidos limites producidos en nûcleos de polen de cicadâ 
cea por una proteasa endëgena han sido identificados mediante se- 
cuenciaciôn como las zonas 24-135 de la H3 y 17-102 de la H 4 (Brandt 
y col., 1975). Tambiën se ha identificado el limite triptico de la 
histona H2A, mediante digestiën de nûcleos de eritrocitos de polio 
como la zona 12-118 de la molécula. Estas zonas resistentes se co- 
rresponden con los segmentos mas conservatives de la secuencia de 
estas histonas.
La resistencia triptica de los 70-90 residues de la parte C- 
terminal de las histonas internas es debida a interacciones espe- 
cificas inter o intramoleculares. Si se digiere cromatina con trip 
sina en presencia de Urea 6M, no se obtienen fragmentes resisten­
tes y todas las histonas resultan degradadas a pequehos pëptidos.
Por otra parte, si se disocian las histonas del DNA con ClNa 2M, 
y se someten a tratamiento triptico a esta misma concentraciën sa- 
lina, se obtienen los mismos fragmentes limite que en el case de 
cromatina, aunque la velocidad de hidrëlisis es mayor. El DNA o la
- 38 -
sal parecen actuar como polielectrolitos disminuyendo las fuerzas 
repulsivas de las zonas cargadas N - terminales de las histonas que, 
de otro modo, distorsionan su conformaciën haciéndolas completamen 
te susceptibles en disoluciones de baja concentraciën salina al en 
zima (Weintraub y col., 1975).
El estudio de las velocidades relatives de hidrëlisis de las 
distintas fracciones de histona en nûcleos, cromatina o nucleoso­
mas ha permitido obtener una idea aproximada de sus posiciones en 
la estructura nucleosomal.
Las histonas Hl y H5 son las que se degradan con mayor velo­
cidad, seguidas por la histona H3 (Catterjee y Walker, 1973; Soli 
ner-Webb y col., 1976; Mark y Keller, 1976 y 1977; Lilley y Tact- 
chell, 1977). En cuanto a las velocidades relatives de las demâs 
fracciones, Sollner-Webb y col. (1977) y Catterjee y Walker (1973) 
encuentran la misma velocidad de hidrëlisis de las histonas H2A, 
H2B y H4 en cromatina. Mark y Keller (1976 y 1977) observan una 
mayor resistencia de la histona H2A con respecto a las otras dos, 
tambiën en cromatina y Lilley y Tactchell (1977) obtienen una ma­
yor resistencia de la histona H2B en particulas core.
Los métodos utilizados en el proceso de obtenciën de la cro­
matina pueden alterar la susceptibilidad de las histonas al ataque 
proteolîtico; la utilizaciën de fuerzas de cizalla en tarapones de 
baja fuerza iënica posiblemente ocasione la përdida de estructura 
nativa de la cromatina debido a cierta redistribuciën de las his­
tonas (Noll y col., 1975). La velocidad de hidrëlisis de la histo 
na H2B es mayor en cromatina solubilizada empleando fuerzas de ci
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zalla que cuando se utilizan procedimientos enzimâticos de solubp 
lizaclën (Noll y col., 1975).
La velocidad relativa de hidrôlisis de las histonas en nûcleos 
y en cromatina es anSloga, excepto un ligero descenso observable 
para la fracciôn H4 en nûcleos (Sollner-Webb y col., 1976). Los 
datos obtenidos parecen indicar que en los momentos iniciales del 
proceso de digestiën triptica sëlo se encuentran puntos accesibles 
al enzima en las histonas Hl, H5 y H3; en el resto de las histonas 
éstos sitios accesibles se crearian después de la protéolisis par 
cial de aquellas(Catterjee y Walker, 1973).
Mediante electroforësis en geles de poliacrilamida en presen 
cia de S D S , son visibles cinco pëptidos en el transcurso del pro­
ceso de digestiën. Estos peptidos han sido identificados por Wein 
traub y col. (1974) y asignados a sus histonas de procedencia 
(Fig. 11).
Sahasrabuddle y Van Holde (1974) observan que la digestiën 
triptica de particules core provoca un cambio de conformaciën de 
éstas que se caracteriza por un gran descenso de su coeficiente 
de sedimentaciën, la disminuciën de su temperatura de fusiôn y el 
aumento de su elipticidad molar a 280 nm. Lilley y Tactchell (1977) 
estudiaron con mâs detalle la desestructuraciën de los cores nu- 
cleosomales inducida por hidrëlisis triptica. Para ello trataron 
con cantidades crecientes de enzima particulas core a baja tempé­
rature; de este modo obtuvieron poblaciones homogéneas de particu 
las en distinto estado de digestiën. El anâlisis de sus coeficien 
tes de sedimentaciën, resistencia térmica, dicroismo circular en
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Fig. 1 1 .- Electroforësis en geles de poliacrilamida, mëtodo de 
Laemmli (1970) modificado por Weintraub y col. (1975) 
A - cromatina intacta
B - cromatina digerida con tripsina 30 minutos a 37°C
C - cromatina digerida con tripsina en las mismas con-
diciones utilizando una relaciën enzima/sustrato 
mayor.
(Weintraub y col., 1975)
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la zona 260-300 nm y resistencia a DNasa I y nucleasa micrococal, 
indicô que el cambio conformacional inducido por proteôlisis impl^ 
ca una cierta separaciôn de los extremes del DNA de los extremos 
del nûcleo proteico. El DNA de la zona central parece seguir es- 
tructurado del mismo modo que en las particulas nativas siendo los 
segmentos C-terminales resistentes de la histona capaces de mante 
ner dicha conformaciôn.
Los expérimentes de Whitlock y Stein (1978) apoyan esta hipô 
tesis; la reasociaciôn de DNA de 140 p.b. con histonas en las cua 
les se habia eliminado previamente las zonas N-terminales diô lu­
gar a complejos nucleoproteicos cuyo coeficiente de sedimentaciën 
espectrode D.C. y sensibilidad a DNasa I indicaba que las zonas 
C-terminales eran capaces por si mismas de condenser el DNA de mo 
do anâlogo a como se encuentra en la particule intacta.
Por otra parte, las zonas C-terminales de las histonas no pa 
recen cambiar de conformaciôn durante el transcurso de la diges­
tiën triptica.
Wong y Candido (1978) han comprobado que el grupo sulfhidri- 
lo de la cisteina 110 de la histona H3 no modifica sustancialmen- 
te su reactividad durante la proteôlisis de los nucleosomas.
Las zonas N-terminales de las histonas parecen tener cierta 
funciën, por otra parte, en la estructuraciën del DNA internucleo 
somal ya que en la cromatina tripsinizada el DNA internucleosomal 
se vuelve mâs accesible a endonucleasas (Pospelov y col., 1979).
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1.5.- Direcciôn de la Investlgaciôn realizada.
Como se desprende de lo mencionado en el apartado anterior, 
la digestiën triptica de cromatina o nucleosomas ha aportado datos 
muy valiosos en el estudio de la estructura del material genético. 
Este tipo de experimentaciën ha contribuido a poner de manifiesto 
los distintos dominios estructurales de cada una de las fracciones 
de histonas. De este modo, las zonas N-terminales de las histonas 
internas constituyen el lugar primario de uniën de éstas proteinas 
al DNA y dicha uniën se efectûa preferentemente con el DNA de los 
extremos del core nucleosomal y con el DNA internucleoscxnal. Las 
zonas centrales y C-terminales interaccionan con el DNA central 
del nucleosoma y mantienen su estructura caracteristica gracias al 
establecimiento entre ellas de interacciones inter e intramolecula 
r e s .
Los estudios proteoliticos han evidenciado tambiën diferencias 
en la funcionalidad de las distintas fracciones de histonas en el 
mantenimiento de la estructura nucleosomal, adjudicândose a las 
histonas ricas en arginina un papel central en el desarrollo de 
ësta funciën.
Tambiën se ha obtenido cierta informaciën acerca de la loca- 
llzaclôn de las histonas en el nucleosoma segûn su susceptibilidad 
relativa al ataque enzimâtico.
No obstante, a pesar de los datos obtenidos hasta el momento, 
quedan aûn muchos aspectos sin esclarecer.
Por una parte, es muy poco lo que se sabe desde el punto de 
vlsta cinëtico de las particularidades del proceso, desconociëndo
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se los parâmetros que lo caracterizan; éstos parSmetros es de es- 
perar que se modifiquen al alterar las condiciones del medio, ya 
que éstas afectan a la estructura de la cromatina, de modo que la 
realizaciôn de un estudio sistemSticc bajo éste punto de vista po 
drîa aportar mucha informaciën.
Por otra parte, los datos obtenidos hasta la fecha son muy 
fragmentarios, y los fenëmenos que acompanan al proceso de diges­
tiën triptica de cromatina, taies como la desectructuraciën del 
DNA que se pone de manifiesto por el aumento de su elipticidad mo 
lar a 282 nm; la sensibilidad del DNA a nucleasas en distintas 
etapas del proceso; las alteraciones producidas en el perfil de 
fusiën como consecuencia de la proteëlisis, y muchos otros aspec­
tos mâs, estân todavia sin caracterizar. La mayoria de los datos
que se han obtenido hasta la fecha sobre la alteraciën de estos
parâmetros provienen de la digestiën triptica de "cores nucleoso 
maies" (Lilley y Tactchell, 1977), pero es muy poco lo que hecho
en digestiones tripticas de cromatina.
En el présente trabajo se han tratado de despejar algunas de 
estos interrogantes. Para ello se han realizado digestiones trip­
ticas en distintas condiciones de fuerza iënica, temperatura y re 
laciën enzima/sustrato. En dichas incubaciones se ha estudiado la 
cinêtica de rotura de enlaces, la cinética de desectructuraciën 
del DNA que se produce como consecuencia, el orden secuencial de 
hidrëlisis de las histonas y la apariciën de sus péptidos.
El material de estudio utilizado ha sido cromatina de eritro 
cito de polio que présenta, por una parte, la ventaja de ser un 
material amp1lamente estudiado del que existen muchos datos en la
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bibliografia, a cuya luz résulta mâs corrects la interpretaciën de 
los resultados; por otra parte, la cromatina de eritrocito de po­
lio carece prâcticamente de proteasas endëgenas que podrîan compl_i 
car el curso de los experimentos, y, por ûltimo, se encuentran en 
éste material présentes dos histonas ricas en lisina: Hl y H5, am 
bas relacionadas con los niveles superiores de organizaciôn de 
bra cromosomal, por lo que résulta especialmente adecuado en los 
experimentos llevados a cabo introduciendo como variable la fuer­
za iônica. Estos experimentos se han realizado en paralelo en cro 
matina nativa y desprovista de histonas Hl y H5 para poder anali- 
zar mejor el papel desarrollado por estas histonas.
MATERIALES Y METODOS
-  4 6 —
2.1. Aislamiento de nûcleos
En lîneas générales se obtuvieron los nûcleos segûn el méto 
do descrito por Weintraub y col., 1975.
Se recogiô la sangre de polios adultos reciën sacrificados 
sobre un volûmen igual de SBC (ClNa, 0,14 M; Tris-CIH 0,01 M y ci^  
trato sôdico 0,015 a pH = 7,1), conservândola en frio.
Se centrifugé en una centrifuge SORVALL RC-5 con el rotor 
SS-34 a 500 g durante 10 min; el sedimento résultante se resuspen 
diô suavemente en el mismo medio y se centrifugé en las mismas 
condiciones. Esta operaciôn se répitiô por dos veces y al sedimen 
to obtenido se le anadieron cuatro volûmenes de ClNa 0,01 M;
Cl^Mg 0,005M; Tris ClH 0,01 M y Nonidet P.40 0,5% a pH=7,4 ; se 
mantuvo durante 90 min con agitacién magnêtica suave en este me­
dio. El Nonidet P.40 disuelve las membranas celulares pero no las 
nucleares; a continuacién se centrifugé a 500 g durante 8 min, el 
sobrenadante se descartô y el sedimento, en el que se encuentran 
los nûcleos, se lavé 4 é 5 veces con el mismo medio hasta obtener 
un sobrenadante claro.
Todas estas operaciones se realizaron a baja temperatura (0- 
4® C ) . Cuando se deseé conservar los nûcleos obtenidos durante pe 
riodos de tiempo prolongados, se resuspendieron en Cl^Mg 2 mM; 
Tris.ClH 5 mM y glicerol 66% a pH= 7.5 en una proporcién de 4 x
9
10 nûcleos/ml y se almacenaron en un congélador a -70*C.
El contaje de nûcleos sé efectué con una câmara de recuento 
Neubaver-Tiefe 0,100 iràh, efectuSndose las diluciones oportunas 
con una pipeta Thoma.
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2.2. Obtencién de cromatina soluble
El mëtodo empleado para solubilizar cromatina directamente 
a partir de nûcleos, fuë el de incubar suavemente ëstos con nu­
cleasa micrococal.
Este procedimiento de solubilizacién por f ragmen tac ién enzi^ 
mStica tiene la ventaja, sobre aquellos que utilizan la fragmen- 
taciôn mecânica, de preserver mejor la estructura de la cromati­
na. Esté descrito que los mëtodos mecânicos pueden ocasionar mo­
dif icaciones estructurales que se pueden poner de manifiesto por 
una diferente sensibilidad del material obtenido a nucleasas y 
proteasas (Noll y col., 1975).
El procedimiento seguido se describe a continuacién. Se ana 
dieron 15 volûmenes de sacarosa 0,2M; Cl^Ca ImM; Tris.ClH 5mM y 
ClNa 60mM a pH=7.5 a la suspensién de 4 x 10^ nûcleos/ml obteni- 
da como se indica en el apartado anterior, una vez atemperada ês 
ta a 4”C. Despuës de 30 min de agitacién magnêtica suave se cen­
trifugé en centrîfuga SORVALL RC-5 con rotor SS-34 a 500 g duran 
te 8 min. El sedimento se lavé dos veces con el mismo medio y 
después del ûltimo lavado, se procedié a su recuento y se prépa­
ré una suspensién de 2,5 x 10® nûcleos/ml. Esta suspensién se 
atemperé a 37°C y seguidamente se anadieron 15 unidades (1) de nu 
cleasa de S.aureus (E.C. 3.1.4.7.) por ml de suspensién. Se agi-
(1) Una unidad équivale a 1/85 unidades ymolares de actividad.
Una unidad wmolar se define como la produccién de 1.0 vmoles 
de polinucleétidos solubles en Scido a partir del DNA por min 
a 37°C y pH=8 .8 , utilizando un coeficiente de extincién molar 
^260~ 10.000 para la mezcla de nucleétidos.
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t6 durante 30 seg a esa temperatura y se anadié a continuacién un 
volûmen igual de EDTA 5mM;.Tris.ClH 5mM y ClNa 60mM a pH=7.50 
frio. El EDTA présente en éste medio detiene la accién enzimâtica 
Después de mantener en frio la suspensién durante 60 min se cen­
trifugé a 300 g 60 min y el sobrenadante obtenido, en el que se 
encuentran los fragraentos grandes de cromatina en forma soluble, 
se dializé frente a 2 1 de Tris.ClH 5mM y EDTA ImM a pH=8 .0 cam- 
biSndose très veces el medio de diâlisis.
2.3. Extraccién selective de histonas Hl y H5 de cromatina solu­
ble .
2.3.1. Disociacién salina
La cromatina soluble obtenida como se indica en el apartado
2.2. y dializada frente a Tris.ClH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0, se 
deposité en una célula de ultrafiltracién modelo UF52 provista 
de una membrana de diâlisis (PM 10, 62 mm 0) hasta conseguir una 
concentracién de DNA de 0,5 mg/ml. La disolucién se llevô hasta 
una concentracién final de ClNa de 0,65 M mediante adicién de una 
disolucién concentrada de ClNa gota a gota y con agitacién. Des­
pués de 18h de agitacién suave a 4®C, se séparé el material diso 
ciado del complejo nucleoproteico no disociado por cromatografîa 
en columna (37 x 2,6 cm) de CL-Sepharose 6B. Se eluyé con ClNa 
0,65M, Tris.ClH 5mM, EDTA ImM y PMSF 0,2mM a pH=8.0; la velocidad 
de flujo se ajusté a 0,6 ml/min y se recogieron fracciones de 5 
m l .
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En el eluido se midieron las absorbancias a 260 y 230 nm 
frente a un bianco formado por la solucién de eluido.
2.3.2. Tratamiento con résina de intercambio catiônico
Se dializé la cromatina soluble trente a fosfato sédico 50mM, 
EDTA 0,2mM y ClNa lOOmM a pH=7.0. Se anadié a continuacién 1/4 
del volûmen inicial de résina Dowex 50 W x 8 (50/100 mesh) Fluka 
equilibrada en el medio de diâlisis. Después de 90 min de agita­
cién a 4°C se centrifugé a 500 g 5 min y se repitié con el sobre 
nadante la misma operacién. Una vez eliminada de nuevo la résina 
por centrifugacién, se dializé el material obtenido trente a Tris 
ClH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0.
2.3.3. Mëtodo del âcido cîtrico
Los nûcleos de eritrocito se suspendieron en un medio que 
contenîa sacarosa 0,25M, ClK 25mM, Cl 2Ca ImM, Cl^Mg ImM, ac. cî­
trico 0,IM y fosfato sédico 0,2M a pH=3.0 (Lawson y Cole, 1979).
Se mantuvieron durante 15 min con agitacién suave a 4”C; seguida 
mente se centrifugé a 300 g. 8 min y el sedimento obtenido se 
volvié a extraer con el mismo medio en las mismas condiciones.
El sedimento résultante se lavé 5 é 6 veces con sacarosa 0,2M, 
ClgCa ImM, Tris.ClH 5mM y ClNa 60mM a pH=7,5 preparândose una su£ 
pensién de 2,5 x 10® nûcleos/ml. Esta suspensién se traté con nu 
cleasa de micrococo (E.C. 3.1.4.7.) en las condiciones descritas 
en el apartado 2 .2 . con objeto de solubilizar la cromatina des­
provista de histonas Hl y H5.
Una variante utilizada de éste mëtodo tué la propuesta por 
Ring y Cole (1979).
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El procedimiento seguido consistié en suspender los nûcleos 
en sacarosa 0,25M, Tris.ClH 0,01M, SO^HNa 0,05M, Cl^Mg 0,01M y 
PMSF 0,25mM a pH=8.0, anadiendo âcido cîtrico concentrado gota a 
gota y con agitacién râpida hasta llegar a pH=3.0. A continuacién 
se centrifugé a 300 g durante 8 min y el sedimento obtenido se 
extrajo dos veces con tampén ac. cîtrico-fosfato 50mM, sacarosa 
0,25M, ClK 25mM, Cl^Mg ImM ClgCa ImM a pH=2,l; se mantuvo a 4°C 
durante 3h con agitacién y se centrifugé de nuevo en las mismas 
condiciones.
Los nûcleos se suspendieron finalmente en sacarosa 0,2M, 
ClgCa ImM, Tris.ClH 5mM y ClNa 60mM a pH=7.5 y se lavaron 5 é 6 
veces con este medio, el proceso se continué del mismo modo que 
en el caso anterior.
2.4. Extraccién de histonas
A partir de 100 ml de sangre se aislaron los nûcleos por el 
procedimiento indicado en el apartado 2.1. Se resuspendieron los 
nûcleos con EDTA ImM a p H = 7 .0 y se sometieron a agitacién magné- 
tica durante 3h a 4°C. Con éste tratamiento se obtuvo un gel vi£ 
coso que correspondîa a la cromatina; se centrifugé a continua­
cién a 3000 g, 30 min y el sedimento résultante se homogeneizé en 
un homogeneizador de a spas Omni-Mixer Sorvall durante 5 min en 
PCA 5% (1/2 p:v).
El PCA 5% tiene como efecto solubilizar de la cromatina las 
histonas Hl y H5, asî como otro pequeno nûmero de proteînas cromo 
somales no histonas, principalmente las denominadas HMG, quedan- 
do insolubles el DNA y las histonas nucleosomales internas; el 
material insoluble se séparé por centrifugacién a 3000 g, 30 min
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y el sedimento obtenido se extrajo con cuatro volûmenes de ClH 
0,25 N durante 20 h con agitacién a 4°C. Seguidamente se centri­
fugé a 20.000 g 10 min y se lavé el sedimento con acetona.ClH; se 
lavé otras dos veces el sedimento con acetona y se secé finalmen 
te a vacio.
El sobrenadante de la extraccién con PCA 5%, se filtré por 
plaça de vidrio filtrante de poro n*^  4 y el filtrado se llevé a 
ClH 0,3 N mediante adicién de ClH concentrado con agitacién fuer 
te. A continuacién se anadieron 3 volûmenes de acetona râpidamen 
te y con agitacién y se tuvo 12h a 4°C, después se centrifugé a 
3000 rpm, 30 min 'y el sedimento obtenido se lavé cuatro veces con 
acetona y se secé a vacio.
2.5. Incubacién con nucleasa de micrococo
La cromatina se suspendié en tampén sacarosa 0,3 M, Cl^Ca 
ImM Tris.ClH 5mM a pH=7.3 a una concentracién de 0,25 mg/ml de 
DNA; la disolucién se atemperé a 37°C y, a continuacién, se ana­
dié nucleasa de micrococo (E.C. 3.1.4.7.) (Sigma) en una propor­
cién de 40 unidades de enzima por cada mg de DNA . La incubacién 
de las muestras se realizé durante diferentes périodes de tiempo 
comprendidos entre 1 y 40 minutos.
La reaccién se detuvo mediante la adicién de EDTA 0,1 M ha£ 
ta llevar la disolucién a una concentracién de 5mM; se congelaron 
las muestras en aire liquide y se liofilizaron; posteriormente se 
disolvieron a una concentracién de Img/ml en el disolvente indi­
cado en el apartado 2 .1 1 .1 .2 .
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2.6. Incubacién con desoxirribonucleasa I
Se utilizé como tampén de incubacién Tris.ClH lOmM y Cl^Mg
3mM a pH=7.9. La cromatina se atemperé a 37°C en dicho tampén,
anadiéndose el enzima (E.C. 3.1.4.5.) (Sigma) en una proporcién
(1)
de 80 unidades Kunitz por mg de DNA présente.
Transcurridos 2 min desde la adicién del enzima se anadié 
EDTA hasta alcanzar una concentracién final de 10 mM y se enfrié 
en agua de hielo. A continuacién se tuvo 1 min. al baho maria a 
100®C y se enfrié rSpidamente en agua de hielo.
El digerido desnaturalizado se atemperé a 37°C, se anadié 
proteasa pancreâtica (Sigma) hasta una proporcién en peso respec 
to al DNA de 1/25 y se incubé durante 4h. a 37°C con agitacién. 
El hidrolizado se llevé hasta una concentracién de ClNa de 0,2M 
y se précipité con 2 volûmenes de etanol 95% en frio. El precip^ 
tado se séparé por centrifugacién y se lavé dos veces con etanol 
70%, se secé a vacio y se disolvié a una concentracién de Img/ml 
de DNA en formamida 98%-glicerol 5% conservândose en frio.
2.7. Incubaciones con Tripsina
Se tomé una disolucién de cromatina (0,25 mg de DNA/ml) en 
medio tamponado, atemperândose, segûn los casos, a 4, 13 é 26“C;
(1) Una unidad Kunitz_de actividad se define como un incremento 
en la absorcién a 260 nm de 0,001 por minuto y por ml al di- 
gerir con el enzima DNA a pH=5.0 y 25®C
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se anadié a continuacién un volûmen determinadô de una disolucién
-3
de Tripsina (E.C. 3.4.21.4.) tratada con DPCC (Sigma) en ClH 10 N 
para conseguir la relacién enzima/DNA deseada (1/1000; 1/600 é 
1/300).
En el transcurso de la incubacién se tomaron alicuotas a di^ 
tintos tiempos y se sometieron al siguiente proceso:
- Se anadié, con agitacién un volûmen determinadô de una di 
solucién de inhibidor de tripsina (de soja, tipo 1-E) (Si£ 
ma) en agua, para conseguir una relacién en peso con res­
pecto a la cantidad de tripsina présente en la alîcuota
de 6 a 1 .
- Se hicieron, a continuacién très partes:
a) 1/7 del volûmen se diluyé con el mismo medio de incuba 
cién 5 veces.
b) 3/7 del volûmen se llevaron a una concentracién final 
de ClgMg de 3mM, mediante la adicién de un volûmen de- 
terminado de una disolucién concentrada de ClgMg.
c) los 3/7 restantes se reservaron sin modificar;
- Las très partes (a, b y c) se atemperaron durante 2 minu­
tos en bano regulado a 37“C.
- A la parte b se le anadieron 80 unidades Kunitz por mg de 
DNA de desoxirribonucleasa I (E.C. 3.1.4.5.).
- Se incubaron las très partes durante 2 minutos a la misma 
temperatura.
- Se anadié a la parte b un volûmen determinadô de EDTA en 
solucién concentrada hasta llevarla a una concentracién 
final de 10 mM.
-54 -
- La parte c se congelé inmediatamente en aire liquide y se 
liofilizé, disolviéndose después en el disolvente de inue£ 
tras de la electroforésis de histonas (apartado 2 .1 1 .1 .1 .)
- Con la parte a se registré un espectro de dicroismo circu 
lar (apartado 2.11.4.).
- La parte b se desnaturalizé durante 1 min en bano de agua 
a 100°C y se sometié a los procesos ya indicados en el 
apartado 2 .6 .
En los experimentos en que no se hizo incubacién con desox^ 
rribonucleasa I, se prescindié de la parte b, y con las partes a 
y c se opéré del mismo modo exceptuando las incubaciones a 37®C 
que no se realizaron.
2.8. Determinacién de la actividad de la tripsina
La realizacién de incubaciones tripticas de cromatina a di- 
ferentes temperaturas y condiciones de fuerza iénica, planteé la 
conveniencia de estudiar las modificaciones inducidas por taies 
variables en la actividad de la enzima, para poder as! adquirir 
un criterio aproximado de homologacién de los distintée experimen 
to s .
2 .8 .1 . Influencia de la temperatura
Se préparé una solucién ImM de sustrato BAPNA (Sigma) en 
Tris ClH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0; de esta solucién se hicieron 
très partes iguales que se atemperaron a 4, 13 y 26°C en banos
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termostatizados; a cada parte se anadié tripsina tratada con DPCC 
(Sigma) disuelta en ClH 10 ^ N, hasta obtener una relacién 1/200 
en peso con respecto al sustrato.
A distintos tiempos se tomaron allcuotas que se introdujeron 
inmediatamente en agua de hielo; a cada una de ellas se le anadié 
inhibidor de tripsina (de soja tipo 1-S) (Sigma) hasta obtener 
una proporcién en peso 6 veces mayor que la cantidad de tripsina 
présente en la alîcuota. Seguidamente se midié la absorbancia a 
405 nm de cada uno de los hidrolizados frente a un blanco forma­
do por la disolucién de sustrato.
2.8.2. Influencia de la fuerza iénica
Se préparé una disolucién 2mM de sustrato BAPNA (Sigma) en 
Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0; de êsta disolucién se tomaron 
alîcuotas que se llevaron a la fuerza iénica deseada mediante la 
adicién de un volûmen igual de disoluciones con distinta concen­
tracién de ClNa en Tris-ClH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0; a continua­
cién se anadié el enzima en proporcién 1/200 en peso con respec­
to al sustrato y se comenzé a registrar el incremento de absorban 
cia a 405 nm por minuto.
En los primeros momentos del ensayo, el incremento de absor 
bancia guarda relacién lineal con el tiempo. La pendiente de la 
recta obtenida da la velocidad inicial de reaccién.
Como en todos los casos la relacién enzima/sustrato y la con 
centracién de sustrato es la misma, la relacién de velocidades a 
las distintas fuerzas iénicas ensayadas es la misma que la rela­
cién de constantes de reaccién.
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2.9. Cinétlcas de tltulaclôn automâtica
La cinética de rotura de enlaces en digestiones tripticas de 
cromatina o histonas se estudié mediante titulaciôn automâtica 
empleando NaOH 4,5mM.
Se utilizé un equipo Radiometer provisto de un titulador ti^  
po TTTlc, una auto-bureta tipo ABl Ib con bureta 150 de 2,5 ml de 
capacidad y un registre tipo SBR 2c.
El pH se fijé en 7.95 y la velocidad de liberacién de NaOH 
nunca fué superior al 0,5-1% del volûmen total de la bureta por 
minuto.
La disolucién de la muestra sin tamponar se situé en un vaso 
con doble pared conectado a un baho termoregulado ajustado a 26®C; 
durante todo el proceso se comprobé que no se produjeron variacio 
nés en la temperatura mediante la instalacién en la solucién de 
un termopar cobre-constantan previamente calibrado (Fig. 12) y 
conectado a un registro.
Antes de ahadir el enzima se desgasificé la muestra bajo va 
cio durante 45 minutos y se gaseé N^ para expulsar el CO^ disuel 
to y durante todo el desarrollo de la titulacién se hizo pasar a 
través de la disolucién de muestra un flujo constante de N^ (5,6 
l/h) para evitar errores de titulacién de CO2 .
La tripsina se anadié disuelta en ClH 10 ^ N en una propor­
cién 1/300 en peso respecto a la concentracién de sustrato; en 
todos los casos se efectué la correccién oportuna para descontar 
la valoracién del ClH ahadido.
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Fig. 1 2 .- Recta de calibrado del termopar cobre-constantan.
+ datos tornados del Handbook of Chemistry and Physics 
(pâg. E-109)
. puntos expérimentales
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2.10. Cinétlcas de digestiôn triptica de cromatina seguidas por 
D.C. a 282 nm
Se utilizé un dicrégrafo Jobin Yvon modelo Mark III. Las c_i 
néticas se realizaron a la temperatura de 26°C; el bloque en que 
descansa la célula se ajusté a dicha temperatura mediante su co- 
nexién a un bano termostatizado. Las oscilaciones de temperatura 
se controlaron en todo momento por medio de un termopar cobre-con£ 
tantan; de sus dos extremos, uno de ellos se instalé en el cuello 
de la célula y el otro se mantuvo en agua de hielo. Un registro 
grâfico acoplado al sistema indicé las pequehas fluctuaciones, 
nunca superiores a + 0,5“C.
En todos los experimentos, el medio de disolucién de la cro 
matina fué Tris-CIH 5mM, EDTA ImM a pH=8.0, variando ûnicamente 
de un experimento a otro la concentracién de ClNa en un intervalo 
de 0 a 100 mM; la absorbancia a 258 nm de la muestra se ajusté 
siempre a 1.40, que corresponde a una concentracién de 70 yg de 
DNA/ml; el volûmen introducido en la célula, que poseîa un paso 
éptico de 1 cm, fue de 2,95 ml.
Una vez introducida la muestra en la célula se dejé atempe- 
rar el tiempo suficiente hasta alcanzar la temperatura indicada 
y seguidamente se registré un espectro en la zona de 255 a 330 nm 
utilizando una sensibilidad de 2 x 10~^ y una cte de tiempo de 5 
sg. A continuacién se fijé la longitud de onda en 282 nm, se ajus 
té la constante de tiempo y la velocidad de registro a 20 sg y
1,5 mm/min respectivamente y se registré linea base durante 10 mi  ^
nutos,
Seguidamente se anadié el enzima. En la mayorla de los casos 
la relacién enzima/DNA empleada fue 1/25, por lo que se anadieron
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12 pi de una dlsoluciôn de tripslna en CIH 10 de concentraciôn 
0,7 mg/ml. En las ocasiones en que se utilizô una relaciôn enzima/ 
DNA distinta, se prepararon disoluciones de enzima mas o menos 
concentradas pero el volûmen de disoluciôn anadido fue el mismo.
2.11. Métodos anallticos
2.11.1. Electroforesls
2.11.1.1. Electroforés^s_de hi^tonas^
Se siguiô el método de Laemmli, 1970 con las modificaciones 
introducidas por Lestourgeon, 1973.
En este método el gel consta de dos capas de concentraciones 
de acrilamida distintas : la superior, del 3%, se usa como gel de 
concentraciôn, y la inferior, del 15%, como gel de separaciôn.
La polimerizaciôn se realizô entre dos plaças de vidrio de 
160 X 170 mm y las mezclas de polimerizaciôn se prepararon como 
se describe a continuaciôn;
- gel inferior: se mezclaron dos volûmênes de disoluciôn A 
(Acrilamida al 30%; bisacrilamida 0,8% a pH=8 ,8), 1 volû- 
men de B (SDS 0,4%; Tris-ClH 1,5M a pH=8 ,8) y un voldmen 
de agua. Esta mezcla se desgasificô y se adicionaron 0,002 
voldmenes de TEMED y 0,016 volûmenes de disoluciôn D (per 
sulfato amônico al 10% en agua).
- se llenaron las plaças, previamente selladas con cantos de 
1,5mm de espesor dejando 4 cm en la parte superior que se 
recubrieron con agua cuidadosamente con el fin de conse- 
guir una superficie de polimerizaciôn horizontal. Una vez
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reallzada la polimerizaciôn, se eliminô el agua de la so- 
brecapa y se anadiô el gel superior.
- gel superior: se mezclaron 1,5 volûmenes de disoluciôn A;
2,5 volûmenes de C (SDS 0,4%; Tris-CIH 0,5M a pH=6 ,8) y 6 
volûmenes de agua destilada. Después de desgasificar, se 
anadieron 0,01 volûmenes de TEMED y 0,04 volûmenes de di ­
soluciôn D. Antes de que se polimerizase este gel se intro 
dujo una pieza en forma de peine que dû lugar a los poci- 
llos de aplicaciôn.
Para preparar las muestras se empleô como disolvente gliceri^ 
na al 10%, SDS al 3% y Tris-CIH 60mM a pH=6 ,8 , empleândose una 
concentraciôn aproximada de 1 mg/ml. Las muestras se incubaron a 
100°C en bano Maria durante 10 min, con objeto de conseguir la 
fijaciôn del SDS a las protefnas. La aplicaciôn en los pocillos 
se efectuô con microjeringa; en los pocillos de los extremos se 
aplicô siempre Azul de Bromofenol (0,001%) que se utilizô como mar 
cador, ya que, debido a su bajo peso molecular, posee una mayor 
movilidad electroforêtica que cualquiera de las protelnas presen 
tes en la muestra.
La electroforésls se realizô a intensidad constante (32 mA) 
durante 5-6 hr hasta que el azul de Bromofenol habla alcanzado el 
borde inferior de la plaça.
Para tenir los geles se introdujeron primero en azul Cooma£ 
sie R-250 al 0,25% en alcohol isopropilico al 0,25% y acido acé- 
tico al 10% durante 12_h ; transcurrido ese tiempo se mantuvo 6h 
en azul Comassie R-250 al 0,025% en alcohol isopropilico al 10%
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y âcido acético al 10%; a continuaciôn los geles se introdujeron 
en azul coomassie al 0,025% en âcido acético al 10% y, después de 
6 hr en este medio, se destineron con ac. acético al 10%.
En las electroforésis en que fué necesaria una determinaciôn 
cuantitativa de la intensidad de las bandas aparecidas ô medir de 
forma exacta sus distancias relativas, se procediô al densitome- 
trado utilizando un densitômetro Canalco, modelo G, con un filtro 
Wratten de 570 nm.
2.11.1.2. Electroforés_is_de DNA en_condiciones_no de^natura- 
l^i£antes^
Los fragmentes de DNA obtenidos de las muestras digeridas 
con nucleasa de micrococo se caracterizaron por el método de Pea 
cock y Dingman (1967).
El gel se préparé mezclando volûmenes iguales de dos disolu 
ciones A y B; la disoluciôn A (Tampôn Tris-borato 0,18M y EDTA 
5mM a pH=8,3 suplementado con acrilamida al 6%, bisacrilamida al 
0,30% y TEMED al 0,062%) se desgasificô bajo vacio durante 30 min 
y se atemperô seguidamente en bano de agua a 40°C; la soluciôn B 
(agarosa al 1% en agua destilada) se calentô a reflujo hasta con 
seguir su fusiôn y se enfriô en bano termorregulado hasta 40°C. 
Después de mezclar ambas disoluciones se adicionaron 0,01 vol de 
persulfato amônico al 5% en agua destilada. Las concentraciones 
finales de acrilamida y agarosa fueron 3 y 0,5% respectivamente.
La mezcla de polimerizaciôn se vertiô entre dos plaças de 
vidrio de 160 x 170 mm selladas con cantos de 1,5 mm de espesor; 
los pocillos de aplicaciôn se formaron mediante la introducciôn 
de una pieza en forma de peine en el borde superior.
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Las muestras se dlsolvieron en tampôn Tris-borato 90mM y ED 
TA 2,5 mM a pH=8,3 suplementado con sacarosa al 4%, azul de bro­
mofenol al 0,001/ y sarkosil (N-dodecil-sarcosinato sodico) al 
0,4% a una concentraciôn de DNA de 1 mg/ml.
Antes de efectuar la electroforésis se realizô una preelec- 
troforésis durante 1 h a una intensidad de 50 mA, utilizando co­
mo tampôn de desarrollo Tris-borato 90 mM y EDTA 2,5 mM a pH=8,3. 
Con este tratamiento se eliminan del gel el TEMED y el persulfato 
utilizados en la polimerizaciôn y se évita que éstos iones migren 
en un frente que perturbe las bandas. La electroforésis se real£ 
z6 a la misma intensidad durante 3,5 h a una temperatura de 4°C 
utilizando el mismo tampôn de desarrollo.
Para el revelado se utilizaron dos métodos alternativos. Los 
geles se introdujeron en una disoluciôn de bromuro de etidio (2 
yg/ml) en tampôn de electroforésis durante 30 min y se lavaron 
después varias veces con agua destilada, las bandas se visualiza 
ron seguidamente bajo luz U.V. Otro método fué el de sumergir los 
geles en "stains-all" al 0,05% en tampôn de electroforésis duran 
te 12 h y destenirlos con ag u a . Todas las operaciones de revela­
do se realizaron en la oscuridad.
2.11.1.3. Electroforés_is_de DNA en_geles_de agarosa
El tamano de los fragmentos de DNA de la cromatina soluble 
obtenlda por tratamiento suave de nûcleos con nucleasa micrococal 
se déterminé mediante electroforésis en geles de agarosa 0,7%, en 
los cuales la movilidad es funciôn lineal del logaritmo del peso 
molecular en fragmentos mayores de 2 x 10^ Daltons.
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Para preparar el gel, la agarosa (Agarosa tipo I, de Sigma 
de bajo flujo electroendosmôtico) al 0,7% en tampôn Tris-CIH 0,04M 
acetato sôdico 0,02M y EDTA 2mM ajustado a pH=7,8 con âcido acé­
tico, se calentô hasta ebulliciôn en bano Maria y se mantuvo asf 
unos minutos; se dejô enfriar hasta 60°C y se vertiô en un marco 
de 27 X 18 cm previamente sellado con dos plaças de vidrio. Se 
dejô enfriar hasta la solidificaciôn y se retiré después con cu£ 
dado una de las plaças de vidrio. A 2 cm del borde superior del 
gel se realizaron una serie de incisiones de 1 cm de longitud se 
paradas entre si 1,5 cms a lo largo de una lînea recta. Se retiré 
después el marco y se dejô descansar horizontalmente el gel so­
bre la plaça inferior apoyada en sus dos extremos sobre las cube 
tas con el tampôn de desarrollo. Entre las cubetas y el gel se 
formé puente con papel de filtro empapado en tampôn. Todo ello se 
cubriô con un plâstico para impedir que se secase el gel.
Las muestras se prepararon utilizando como disolvente tampôn 
de desarrollo suplementado con sacarosa 5%, azul de Bromofenol 
0,001% y Sarkosil (N-dodecil-sarcosinato sôdico) 0,4% a una con­
centraciôn de 2 m g / m l . En esta disoluciôn se empapô una tirita de 
papel Whatman de 1mm de espesor y 1 cm de longitud. Esta tirita 
se introdujo en una de las incisiones practicadas en el gel.
La electroforesls se efectuô durante 14 h aplicando una d^ 
ferencia de potencial de 2 V por cm de gel. El tampôn utilizado 
fué Tris-CIH 0,04 M, acetato sôdico 0,02M y EDTA 2mM a pH=7,8; el 
tipo de desarrollo fué horizontal y todo el proceso se realizô a 
4°C para impedir un calentamiento excesivo del gel.
Se empleô para el revelado una disoluciôn de bromuro de eti^ 
dio (2 yg/ml) en tampôn de desarrollo; después de 30 min de man-
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tener el gel en dicha disoluciôn, se visualizaron las bandas de 
DNA con luz ultravioleta.
2.11.1.4. Electroforês^s_de DNA en condiciones d e s n a t u r a M ^  
£antes^
Este tipo de electroforésis se utilizô para analizar los frag^ 
mentos de DNA résultantes de las incubaciones con DNAsa I.
El método utilizado fué el de Maniatis y col. (1975), en el 
cual, los geles poseen una concentraciôn de acrilamida del 12% y 
de urea 7M. En estas condiciones, la movilidad de las molêculas 
de DNA desnaturalizado es funciôn lineal con el logaritmo del pe 
so molecular en el intervalo de tamanos de 10 a 150 nucleôtidos.
El gel se préparé mezclando 31,5 g de urea, 30 ml de disolu 
ciôn A (acrilamida 29% y bisacrilamida 1% en agua) y 7,5 ml de 
Tampôn TBE concentrado 10 veces (Tris-borato 0,09 M y EDTA 2,5mM 
a pH-8,3; Peacock y Dingman, 1967). Se llevô todo ello a 72 ml y 
se desgasificô bajo vacio durante 30 min. A continuaciôn se ana­
dieron 3 ml de una disoluciôn de persulfato amônico en agua al 
1,6% y 25 yl de TEMED.
La polimerizaciôn se realizô entre dos plaças de vidrio se­
lladas de las mismas caracterîsticas que las senaladas en el apar 
tado 2 .11.1 .1 .
Las muestras se disolvieron a una concentraciôn de DNA apro 
ximado de 1 mg/ml en glicerol 5%, formamida 98% y se calentaron 
durante 2 min a 100°C Æ n  bano de agua hirviendo e inmediatamente 
después se enfriaron en agua de hielo. La cantidad de muestra em 
pleada en cada aplicaciôn oscilô entre 15 y 25 y1.
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Como marcador electroforêtico se utilizô azul de bromofenol 
al 0 ,001% en el mismo disolvente de muestras; la movilidad de és 
te marcador en éstas condiciones es anâloga a la del fragmente 
de 10 nucleôtidos.
El tipo de desarrollo fué vertical, utilizândose como tampôn 
de electroforésis el tampôn TBE. Se aplicô un voltaje de 160 V du 
rante 3,5 h.
Las condiciones de revelado fueron las mismas que las descr_i 
tas en el apartado 2 .1 1 .1 .2 .
2.11.2. Ultracentrifugaciôn en gradiente de sacarosa
Se empleô un gradiente lineal de sacarosa del 5 al 20%. La
sacarosa estaba disuelta en Tri^s-CIH 10 mM, EDTA lOmM y PMSF 0, ImM 
a pH=8,3. Se depositaron sobre el gradiente 500 y 1 de una disolu 
ciôn de cromatina en Tris-CIH 5mM y EDTA 5mM a pH=8,3 con una con 
centraciôn de DNA de 210 pg/ml. El volûmen total del gradiente 
fué de 12 ml y se utilizaron tubos del rotor SW40 (Beckman).
La centrifugaciôn se realizô en una ultracentrifuga SORVALL 
OTD 2 durante 19 h a 6”C y a una velocidad de 20.000 g.
La lectura de gradientes se efectuô mediante la medida de
la absorbancia a 254 nm a una velocidad de 1,5 ml/min con un ISCO 
Density gradient Fractionator modelo 185. Se utilizô un registre 
Servograph REC 51 acoplado a un monitor de absorbancia ISCO VA 5.
2.11.3. Espectros de absorciôn
Los espectros de absorciôn en la zona del ultraviolets, se 
realizaron, de modo rutinario, una vez obtenida la cromatina solu
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ble y dializada frente al medio correspondiente, con objeto de 
obtener una primera informaciôn acerca de su naturaleza.
Se utilizô un espectrofotômetro Cary 118 y cubetas de L cm
de paso ôptico. Las medidas se realizaron frente a un blanco for
mado por el medio de disoluciôn de la cromatina. También se rea­
lizô siempre un espectro ultraviolets, tanto de cromatina soluble 
como de los distintos digeridos tripticos, antes de la obteiciôn 
de los espectros de dicroismo circular; en éste caso, para esti- 
mar la concentraciôn de DNA en la disoluciôn en mg/ml, se tomô 
un valor de r e f e r e n d a  de 20 para una concentraciôn de
1 m g / m l .
2.11.4. Espectros de dicroismo circular
La obtenciôn del espectro de dicroismo circular de la croma
tina soluble fué uno de los criterios utilizados acerca de su e£
tructura. Asî mismo, también se registraron los espectros de di­
croismo circular en las incubaciones trîpticas realizadas a tiem 
pos discrètes como se indica en el apartado 2.7.
Se utilizô un dicrôgrafo Jobin Yvon modelo Mark III prcvis- 
to de una lâmpara de Xenon de 250 W. Los espectros se obtuvieron 
después de diluir las muestras 5 veces con el tampôn de solrbil^ 
zaciôn a una absorbancia de 1 a 260 nm. El instrumente se ajusté 
a una sensibilidad de 2 x 10 ^ y la velocidad de barrido fué de 
0,2 nm/sg. Las elipticidades se representan como elipticidadbs mo 
lares en grades x cm^/d mol y se calcularon mediante la exprasiôn
o- 34,2 ^ 3
C X L
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donde h es la altura en mm en cada punto del espectro, S la sens! 
bllidad, C la concentraciôn en mg/ml, L el paso ôptico y 342 el 
peso molecular medio por nucleôtido.
Para cada espectro se reglstrô su llnea base usando el mismo 
medio de disoluciôn de la muestra.
2.11.5. Métodos de anâlisis de curvas
2.11.5.1. Curvas de titu_laciôn_automât_ica
Las curvas obtenidas experimentaimente deben reflejar la ve 
locidad promedio de rotura trlptica de todos los enlaces peptîdi^ 
COS cuyo grupo carboxilo sea aportado por una lisina o arginina. 
En el caso de que todos los enlaces sean igualmente accesibles 
para el enzima y se rompan a la misma velocidad, la curva exper^ 
mental se ajustarâ a una reacciôn de primer orden; estrictamente 
hablando, la reacciôn no tiene por qué ser cinéticamente de pri­
mer orden, la concentraciôn de enzima, y no solo la de cromatina, 
influye en la velocidad de reacciôn. No obstante pueden determi- 
narse, como se discute mâs adelante, unas constantes cinéticas de 
pseudo-primer orden. Estas constantes que dependen de la relaciôn 
tripsina/DNA son las que se manejarân en lo sucesivo. En el caso 
de que unos enlaces resulten mâs accesibles que otros al enzima, 
se podrân agrupar en clases en las cuales la constante de ruptura 
sea anâloga pero difiera significativamente de las demâs; la cur 
va experimental obtenida serâ la suma de tantas curvas exponencia 
les como clases distintas de enlaces puedan diferenciarse respec 
to su accèsibilidad al enzima:
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H. = 2—  H. (1 - (D
^ 1=1 ^
donde es el n® de yeq. de NaOH/mg de proteîna consumidss a tiem
po t. Hi el de yeq. de NaOH/mg de proteina consumidos zoniio con
secuencia de la rotura de todos los enlaces de la clase i y ki la 
constante de hidrôlisis de los enlaces perteneclentes a ésta cia 
s e .
La obtenciôn de los parâmetros individuates a partir de  la 
curva experimental puede realizarse utilizando un método le anSli 
sis grâfico o empleando un programa de câlculo adecuado ei un or 
denador.
2.5.11.1.1. Método de anâlisis grâfico.
En el caso de que la cinética sea de pseudo-primer orden, la 
expresiôn (I) tomarîa la forma:
H^ = H^(l - e’^^ lt)
Tomando In de esta expresiôn:
In (H^- H^) = In Hj^- kj^t
Si représentâmes In (H^-H^) frente al tiempo debemos obtener una 
linea recta cuya pendiente es k^ y cuya ordenada en el origen es 
In Hj^ . De este modo pueden obtenerse los parâmetros de la reac­
ciôn .
Caso de existir dos clases distintas de enlaces, es de espe 
rar que para los tiempos finales de incubaciôn solo se estên hi- 
drolizando los enlaces mâs inaccesibles y que los mâs accesibles, 
que se hidrolizan con mayor rapidez, ya lo hayan sido. Esto se re
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flejarS en la representaciôn de In (H^- H^) frente al tiempo en 
que la parte correspondiente a tiempos largos serâ de tipo lineal. 
A partir del tramo lineal se pueden obtener los parâmetros de la 
reacciôn mâs lenta; si restâmes de cada punto correspondiente del 
tramo curvo, obtenido a tiempos cortos, el valor aportado por el 
proceso lento y representamos después los logaritmos neperianos 
de éstas diferencias frente al tiempo, obtendremos una lînea rec 
ta que nos darâ los parâmetros correspondientes del proceso râp£ 
do. Del mismo modo se operarîa en veces sucesivas, de existir mâs 
de dos clases distintas de enlaces.
2.11.5.1.2. Anâlisis mediante programa de câlculo.
Se empleô un programa de regresiôn no lineal del paquete de 
programas BMDP, utilizando un ordenador IBM/360-65 I con sistema 
operative OS/360.
Este programa utiliza un procedimiento iterative para buscar 
la curva teôrica que mâs se aproxima a la experimental de modo 
que la suma de los residues, diferencias entre la ordenada de los 
puntos expérimentales (v^) y los teôricos (v^), al cuadrado sea 
minima ; el ndmero mâximo de iteraciones programado es de 100, y 
la iteraclôn seleccionada es aquella en la que se cumple que:
SDC'''^’ - SDC"_ ,
SDC'"*1>
donde SDC^^^^ y SDC^ son la suma de residues al cuadrado de todos 
los puntos en la iteraciôn N + 1 y N respectivamente.
Todas las curvas expérimentales se ajustaron a curvas teôr_i 
cas de 4, 3, 2 y 1 exponenciales y, en cada ajuste, se calculô
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el valor rms mediante la expresiôn:
T ~
(Vt" v„)
donde v^ y v„ son los valores de la ordenada de los puntos te6r_i 
cos y expérimentales respectivamente.
Por otra parte, para cada ajuste teôrico se obtuvo una repre 
sentaciôn de los residues (abcisas) frente a su probabilidad nor 
mal (ordenadas). Si en dicha representaciôn se obtiene una nube 
de puntos que se ajusta a una linea recta el ajuste es bueno, ya 
que entonces los residuos obtenidos se distribuyen de forma esta 
distica segûn una distribuciôn normal, lo cual es indice de que 
dichos residuos tienen su origen en el error experimental y no 
son producto del método numérico, siendo en éste caso la funciôn 
de aproximaciôn adecuada.
La probabilidad normal de cada residuo se calculô mediante 
la expresiôn:
3N + 1
donde 0 ^ es la funciôn inversa de la funciôn de distribuciôn de 
la probabilidad normal estandar, j el lugar que ocupa un residuo 
determinado en la serie ordenada y N el nûmero total de residuos 
del ajuste. (Dixon y Massey, 1969).
El criterio para la relaciôn del ajuste teôrico a 4, 3, 2 ô 
1 exponenciales, se realizô, en cada caso, escogiendo aquellos 
ajustes en los que el valor rms fuese minimo y en que la represen 
taciôn de los residuos frente a su probabilidad normal se ajusta 
ba mâs a una linea recta.
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2.11.5.2. Çurvas_de ôicroi£mo circular^
La elipticidad molar a 282 nm que présenta el DNA libre en 
disoluciôn es aproximadamente el doble de la que posee cuando for 
ma parte de la cromatina; el DNA en la fibra cromosomal tiene una 
estructura terciaria que es la responsable de la reducciôn de su 
elipticidad molar; ésta estructura terciaria, se mantiene gracias 
a su interacciôn con las proteinas cromosomales, principalmente 
con las histonas. La ruptura triptica de enlaces peptîdicos en 
las histonas provoca una desestrueturaciôn del DNA que se manifie£ 
ta en un aumento de su elipticidad molar hasta alcanzar, una vez 
finalizada la rotura de todos los enlaces, el valor propio del 
DNA libre. Si el proceso de desestrueturaciôn del DNA responde a 
una cinética de primer orden, la curva obtenida tendrîa por ecua 
ciôn :
donde es la elipticidad molar a 282 nm presentada por la cro­
matina a tiempo t después de la adiciôn del enzima, g l a  elipt_i 
cidad molar a 282 nm alcanzada una vez hidrolizados todos los en 
laces y la constante de desestructuraciôn del DNA producida a 
consecuencia de la hidrôlisis.
La desestructuraciôn del DNA puede responder también a la 
suma de varios procesos distintos. En éste caso, puede ocurrir 
que dichos procesos se produzcan a la vez y comiencen al mismo 
tiempo, desarrollândose cada uno de ellos con una constante dis­
tinta; entonces, la ecuaciôn de la curva obtenida serâ:
i=l
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d o n d e ^ ^  es la 282 P^^^^ntada por la cromatina a tiempo t des 
pués de la adiciôn de enzima, 282 como conse­
cuencia de la finalizaciôn del proceso i y Ki la constante ca- 
racterlstica de dicho proceso.
La obtenciôn de parâmetros a partir de la curva experimental 
puede realizarse igualmente que en el apartado 2.11.5.1. median 
te la utilizaciôn del anâlisis grâfico o el empleo de un progra­
ma de câlculo adecuado.
2.11.5.2.1. Método de anâlisis grâfico.
Se realizô del modo ya descrito en el apartado 2.11.4.1.1.
La mayorîa de las curvas obtenidas respondiô a la ecuacifn:
0 ^ = (1 - e ^1^) + ^ 2  (1 - e ^2^)
teniendo en cuenta que K^  ^ y difieren, en la mayorîa de los ca 
SOS, en un factor del orden de magnitud de 10, puede considerar- 
se que en los tiempos finales de incubaciôn sôlo se estâ produ- 
ciendo desestructuraciôn del DNA a causa del proceso reguido por 
la constante kg y por tanto:
« t  = G g d  - e"^2<:) (II)
representando: In (0 ^ - frente a t obtenemos una lînea recta
a partir de la cual podemos deducir los valores de g  ^  y kg.
Restando de cada punto correspondiente del tramo curvo de la 
representaciôn anterior, a tiempos cortos de incubaciôn en que 
tiene lugar el proceso' regido por k^ y, por tanto no es vâlida la 
expresiôn (II), los valores correspondientes de la recta trazada
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utllizando los tiempos finales, obtendremos otra lînea recta que 
nos darâ los parâmetros correspondientes al proceso râpido.
2.11.5.2.2, Anâlisis mediante programa de câlculo
El programa utilizado y los criterios empleados en la elec- 
ci6n del mejor ajuste de cada grâfica fueron los mismos que los 
indicados en el apartado 2.11.5.2:1.
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Propiedades de la cromatina soluble
La cromatina soluble obtenida a partir de los nûcleos de er£ 
trocito de polio como se indica en el apartado 2.2. se sometiô a 
un conjunto de pruebas fîsicas y bioquîmicas con el objeto de ob 
tener informaciôn acerca de su estado estructural como etapa pre 
via a estudios posteriores.
3.1.1. Espectro de absorciôn
El espectro ultravioleta en la zona de 330-230 nm de croma­
tina en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM, pH=8.0 se présenta en la 
figura 13. Como puede observarse el mâximo de absorciôn estâ cen 
trado en 257 nm y el minimo en 235 nm; la relaciôn ^230^^260 
aproximadamente igual a 0,70. En la zona 330-310 nm no hay absor 
ciôn apreciable, de modo que la relaciôn ^230^^260 menor a 
0.05. Todas éstas caracterîsticas son las propias de cromatina 
soluble no contaminada por materiales extracromosomales (Rill y 
Van Holde, 1973).
3.1.2. Espectro de dicroismo circular
El espectro de dicroismo circular de cromatina en la zona 
del ultravioleta prôximo (260-230 nm) posee un mâximo a 283 nm y 
un hombro centrado en 273 nm; es también caracterîstica la presen 
cia de un pequeno mînimo en la zona de 295-310 nm.
La cromatina de eritrocito de polio posee una elipticidad 
molar mâxima de aproximadamente 4 300°cm^/d mol y una relaciôn
^ 273/ ^  283 0,97 (Hjelm y Huang, 1975).
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Fig. 1 3 .- Espectro de absorciôn de cromatina soluble en tampôn 
Tris-CIH 5 mM y EDTA 1 mM a pH=8.0, obtenida segûn se 
indica en el apartado 2.2.
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El espectro de dicroismo circular de la cromatina obtenida 
en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM, pH=8.0 (figura 14) présenta to 
das las caracterîsticas anteriormente mencionadas.
3.1.3. Electroforésis de histonas
En la figura 15b se muestra la imagen electroforêtica de las 
proteinas présentes en la cromatina soluble. Puede observarse la 
presencia de 7 bandas principales; très de ellas, las de menor 
movilidad electroforêtica, corresponden a las histonas ricas en 
lisina; subfraceiones a y b de la histona H1 e histona H5 espec^ 
fica de eritrocito de a v e . Las cuatro restantes, de mayor movil^ 
dad electroforêtica son las histonas internas: H3, H2B, H2A y H 4 . 
No estên présentes ninguna de las bandas caracterîsticas debidas 
a proteôlisis de histonas, lo cual, juntamente con el resultado 
de otras pruebas que se mostrarân mâs adelante, es indice de la 
integridad estructural del material obtenido.
Asimismo, no son apenas visibles las bandas correspondientes 
a proteinas cromosomales no histona, ya que éstas se encuentran 
en muy ba ja proporciôn en este material biolôgico (Dingman y 
Sporn, 19 64). No obstante, si es posible poner de manifiesto la 
presencia de éstas proteinas mediante la aplicaciôn en el gel de 
mayores cantidades de muestra (Fig. 15 a ) .
3.1.4. Estudio del tamano de los fragmentos de cromatina obteni­
dos en el proceso de solubilizaciôn
Como se ha indicado en el apartado 2.2. el procedimiento de 
solubilizaciôn utilizado fué el de fragmentaciôn enzimâtica me­
diante una breve incubaciôn con nucleasa micrococal; en las con­
diciones utilizadas es de esperar que se obtenga una mezcla de
-78- ,
3-
2 -
290 330270
A nm
Fig. 1 4 .- Espectro de dicroismo circular en la zona del U.V. pr6 
ximo de cromatina soluble en tampôn Tris-CIH 5 mM y 
EDTA 1 mM a pH=B.O, obtenida como se indica en el apar 
tado 2.2.
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Flq. 1 5 .- Electroforésis por el método descrito en el apartado
2.11.1.1. de las proteinas présentes en la cromatina so 
luble obtenida como se indica en el apartado 2.2.
a) Aplicaciôn de 30 vjg de cromatina
b) Aplicaciôn de 10 pg de cromatina
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oligonucleosomas con predominio de fragmentos superlores a seis 
nucleosomas, cadenas de alto Pm y baja proporciôn de monémeros, 
dîmeros etc...
3.1.4 .1. Electro foré s ^ s e n  deagaros^a^
La electroforésis en geles de agarosa 0,7% permite lesolver 
mezclas de fragmentos de DNA de alto peso molecular. En la figu 
ra 16 se muestra un esquema de la imagen electroforêtica obteni­
da a partir de una muestra de cromatina soluble. Puede observarse 
la presencia de una mancha difusa de alta movilidad electroforé- 
tica (B) que corresponde a los mono y oligonucleosomas que no se 
resuelven en este tipo de electroforésis y una banda estiecha (A), 
de mayor intensidad, que, por su escasa migraciôn electroforêtica 
corresponde a oligomeros de gran tamano molecular.
3.1.4.2. Ultracentri^fugac^ôn en gradiente de £acaro£a^
La ultracentrifugaciôn en gradientes de sacarosa de] 5 al 
20% es otra técnica utilizable para la resoluciôn de mezclas he- 
terogéneas de fragmentos de DNA. Los resultados obtenidos median 
te la aplicaciôn de ésta técnica, segôn se describe en el aparta 
do 2.11.2. confirman los ya mencionados en el apartado anterior.
En la figura 17a se muestra la lectura a 254 nm de un gra­
diente en el que se habîa aplicado cromatina soluble en tampôn 
Tris-CIH lOmM y EDTA lOmM a pH=8.0. Puede observarse la presencia 
de dos picos (A y B) en la zona cercana al principio del gradien 
te; el primero de ellos, que apenas ha penetrado, se encuentra a 
la misma altura que el obtenido mediante la ultracentrifugaciôn, 
en las mismas condiciones, de una preparaciôn homogénea de nucleo 
somas (figura 17 b ) ; el segundo corresponde a dinucleosomas; a
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Fiq. 1 6 .- Electroforésis en geles de agarosa 0,7% (apartado 2.11,
1.3.) de cromatina soluble obtenida por el método des­
crito en el apartado 2.2.
A - oligonucleosomas de alto peso molecular 
B - oligonucleosomas de cadena corta 
C - mononucleosoroas
—8 2“
men ISCO fonde
distancia en cm
Fig. 17.- a) Ultracentrifugaciôn de cromatina soluble en gradien 
te de sacarosa del 5-20% en las condiciones indica- 
das en el apartado 2.11.2.
A - mononucleosomas
B - dinucleosomas
C - oligonucleosomas de cadena corta
D - oligonucleosomas de alto peso molecular
b) Ultracentrifugaciôn de mononucleosomas en gradiente 
de sacarosa en las mismas condiciones que a ) .
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continuaciôn, en la zona media del gradiente, se aprecia la presen 
cia de oligomeros de tamano medio (C) y finalmente, en la zona 
prôxima al fondo del gradiente es visible un amplio pico (D) co­
rrespondiente a oligomeros de alto peso molecular. Puede concluir 
se provisionalmente, que la cromatina soluble obtenida se encuen 
tra mayoritarlamente formada por oligonucleosomas de alto peso 
molecular y una amplia mezcla de oligonucleosomas de tamano m e ­
dio con baja proporciôn de mono y dinucleosomas.
3.1.5. Incubaciôn con nucleasa de micrococos
El tratamiento con nucleasa de micrococos es una prueba bio
quimica frecuentemente utilizada para confirmar que durante todo
el proceso de aislamiento de la misma no se ha perdido su organjL
zaciôn subunitaria en partîculas discretas 6 nucleosomas. En la
figura 10a se muestra la imagen electroforêtica obtenida en con- 
no
diciones*desnaturalizantes del DNA de la cromatina soluble dige- 
rida con nucleasa de micrococos durante 10 minutos a 37®C emplean 
do 40 unidades de enzima por miligramo de DNA como se indica en 
el apartado 2.5. Puede apreciarse la presencia de dos bandas muy 
tenues q u e , por su tamano molecular, aproximadamente 636 y 352 
pares de bases, corresponden al trinucleosoma y dinucleosoma re^ 
pectivamente; en la zona mas cercana al final del gel son visi­
bles otras dos bandas cercanas mâs intensas de aproximadamente 
214 y 195 pares de bases. La primera de ellas se debe al DNA pro 
tegido por las histonas internas mas una molëcula de la histona 
H5; la segunda, de 195 pares de bases, corresponde al DNA prote- 
gido por las histonas internas mâs una molëcula de Hl. Esto con- 
cuerda con la microheterogeneidad encontrada en los mononucleoso
84-
636
Fig. 1 8 .- Electroforésis en gel de poliacrilamida 3,5%-agarosa 0,5%
(apartado 2.11.1.2.)
a) cromatina soluble incubada 10 min con nucleasa de 
micrococo (4 0 unidades/mg DNA) a 37®C
b) cromatina digerida con tripsina e incubada 5 min con 
nucleasa de micrococo a 37°C (50 unidades/mg DNA)
c) cromatina^digerida con tripsina e incubada 1 min con 
nucleasa de micrococo en las mismas condiciones que b.
d) cromatina digerida con tripsina sin incubar con nu­
cleasa de micrococo.
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mas de eritrocito de polio que, segûn posean la histona H1 o la 
H5 protegen una longltud de DNA menor o mayor (Vakayeva y Baka- 
yev, 1978).
El hecho de que la ulterior incubaciôn de la cromatina solu 
ble con nucleasa de micrococos dé lugar, mayoritariamente, a mo- 
nonucleosomas y se encuentren ausentes las bandas de DNA de alto 
peso molecular, corrobora la hipétesis enunciada en los apartados
3.1.4.1. y 3.1.4.2. de que la banda A visible en la electroforé­
sis de cromatina soluble en geles de agarosa 0,7% y el pico D ob 
tenido por ultracentrifugaciôn de la cromatina soluble en gradien 
tes de sacarosa del 5 al 20% corresponden a oligonucleosomas de 
alto peso molecular? éstos se han convertido, mediante el poste­
rior tratamiento enzimStico, en su mayoria, en sus unidades mono 
mericas. Todo ello indica ademés la correcte organizacién estruc 
tural de la cromatina soluble obtenida.
3.1.6. Incubacién con desoxirribonucleasa I
Cuando se incuban nûcleos o cromatina con DNasa I se obtie- 
ne un conjunto de fragmentes de DNA que si se someten a electro­
forésis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizan 
tes resultan ser mûltiplos de 10 bases. Esta periodicidad de ta- 
manos es reflejo de la organizacién del DNA dentro de cada subun^ 
dad o nucleosoma, y su obtencién se emplea como criterio de inte 
gridad estructural.
La figura 19 es la imagen electroforêtica de un digerido de 
cromatina soluble con DNasa I obtenido en las condiciones descr^ 
tas en el apartado 2.6. y analizado en condiciones desnaturalizan
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Fig. 19.- Imagen electroforëticà obtenida en condiciones desnatura 
lizantes (apartado 2.11.1.4.) de cromatina soluble dige­
rida con DNasa I (80 unidades Kunitz por mg de DNA) a 
37®C durante 2 m i n .
F ig. 2 0 .- Representacién semilogaritmica del nûmero de bases de 
DNA frente a-su movilidad electroforëticà.
-87-
tes. La presencia de bandas discretas es indicio de que la estruc 
tura interna del nucleosoma se mantiene.
Si se supone que la banda de mayor movilidad electroforëticà 
es la de 20 bases, el reste de las bandas, de mayor a menor mov^ 
lidad electroforëticà serfan las de 30, 40, 50... hasta 100 bases. 
Este se comprueba mediante la representaciën de la movilidad de 
cada banda en centimetres frente al logaritmo de su nûmero de ba 
ses (figura 20). Mediante dicha representaciën se obtiene una 1^ 
nea recta ya que en las condiciones electroforëticas utilizadas 
(apartado 2.11.1.4.) la movilidad de cada banda es funciën lineal 
con el logaritmo de su peso molecular.
3.1.7. Extracciën selective de las histonas H1 y H5 de la croma­
tina soluble
Con objeto de estudiar el papel de ëstas histonas en la orga 
nizaciën de la fibra cromosomal, se emplearon distintos métodos 
para su eliminaciën selectiva.
3.1. 7.1. Disociac^ën s^alina^
El procedimiento seguido se detalla en el apartado 2.3.1. El 
material disociado se fraccionë por cromatograffa en columna de 
C-L Sepharose 6B. En la figura 21 se présente el perfil de eluciën 
obtenido en dicha cromatograffa mediante la valoraciën de las frac
clones por medida de su absorbancia a 230 y 260 nm.
El material présente en el pico I posee un peso molecular 
elevado ya que résulta excluido y représenta la cromatina resi­
dual puesto que posee una mayor absorbancia a 260 nm, longitud de
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F i g . 2 1 .- Perfil cromatogrâfico en CL-Sepharose 6B del material
disociado con ClNa 0.65 M como se indica en el apartado
2.3.1. Se midieron las absorbancias a 260 (---) y 230
(---)nm. En el perfil se senalan las dos fracciones que
se recogieron y que corresponden:
PI cromatina residual 
PII protelnas disociadas
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a b
Fig. 2 2 .- Electroforésis realizada por el mêtodo descrito en el 
apartado 2,11.1.1.
a) proteinas présentes en la cromatina después del trata 
miento con ClNa 0.65 M.
b) proteinas disociadas.
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onda a la que absorben los Scidos nucleicos, que a 230 nm. La ima 
gen electroforëticà de las proteinas présentes en la cromstina 
residual se muestra en la figura 22a; como puede observaræ se 
encuentran présentes las histonas internas H3, H2B, H2A y H4 y 
también una pequena parte de la subfracciôn a de la histona Hl.
El pico II contiene el material disociado de naturaleza pro 
teica como lo indica su gran absorciôn a 230 nm y su escasa absor 
ciôn a 260 nm. Su imagen electroforëticà (figura 22b) indica que 
en ël se encuentra la histona H5, la subfracciôn b de la htstona 
Hl y parte de la subfracciôn a de ësta histona.
El espectro de dicroismo circular en la zona del ultraviole 
ta prôximo de la cromatina disociada (figura 23) posee las mis­
mas caracteristicas que el de la cromatina de partida auncue la 
elipticidad molar a 283 nm résulta incrementada en 700°cmVd mol.
Este valor es ligeramente inferior al encontrado por C o w m m  y 
Fasman (1978) de 1100 °cm^/dmol (g  cromatina nativa; 4100 
°cm^/dmol y g  ^gg cromatina carente de histonas H1/H5: 52C0 ®cm^/dmol) 
Posiblemente la pequena parte de la fracciôn a de la histcna Hl 
que permanece despuës de la disociaciôn sea la responsable de ë£ 
ta diferencia.
3.1.7.2. Mëtodo del ëcido cîtrico.
De las dos variantes de este mëtodo indicadas en el ^a r t a -  
do 2.3.3., la de Ring y Cole (1979) fuë la que diô mejores resul 
tados; ësta implica dos extracciones con tampôn ac.citricc-fosfa 
to 50mM, sacarosa 0,25M, CIK 25mM, Cl^Mg ImM y ClgCa ImM a pH = 2 .1.
La imagen electroforëticà de las histonas eliminadas en los 
sobrenadantes de ambas extracciones, asi como de las histcnas pre
-91-
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Fig. 2 3 .- Espectro de dicroismo circular en la zona del U.V. pr6 
ximo de la cromatina residual obtenida despuës de la 
disociaciôn con ClNa 0.65 M.
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sentes en la cromatina residual obtenida despuës del tratamiento 
se muestran en la figura 24; con la primera extracciôn se élimi­
na principalmente la subfracciôn b de la histona Hl y parte de la 
subfracciôn a de ësta histona. La segunda extracciôn élimina una 
cantidad adicional de la subfracciôn a de la histona Hl. En la 
cromatina residual estân présentes las histonas internas, la his 
tona H5 y parte de la subfracciôn a de la histona Hl que no se 
élimina con ambas extracciones.
3.1. 7. 3. Tratamiento con résina de _intercambio catiônico
El tratamiento con la résina Dowex 50W x 8 condujo, en las 
condiciones utilizadas, a la extracciôn parcial de las histonas 
internas, por lo que no se considerô conveniente su aplicaciôn 
con fines a la utilizaciôn de la cromatina residual.
De los très mëtodos citados, el mSs eficaz para la extrac­
ciôn de las histonas ricas en lisina fuë la disociaciôn salina, 
ya que aunque no élimina completamente la subfracciôn a de la hi£ 
tona Hl, sôlo queda de ella una cantidad muy pequena, siendo to­
tal la eliminaciôn de la subfracciôn b y de la histona H5. El 
tratamiento con Scido cîtrico no élimina la histona H5 y deja 
también una pequena parte de la subfracciôn a de la histona Hl, 
y el tratamiento con résina debe descartarse por extraer parcial^ 
mente las histonas internas.
3.1.8. Influencia de la fuerza iônica en la estructura de la cro­
matina
El objeto de ëste «studio fue el de escoger los valores mSs 
adecuados de concentraciôn salina para realizar posteriormente 
los experimentos de hidrôlisis trîptica de la fibra cromosomal en 
diferentes estados conformacionales.
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Flq. 2 4 .- Electroforésis realizada por el método descrito en el apar 
tado 2.11.1.1.
a) proteinas présentes en la cromatina despuës de extraer 
dos veces los nûcleos con Tampôn ac. citrico-fosfato 
50 mM, sacarosa 0,25 M, CIK 25 mM, C l I m M  y Cl^Ca
1 mM a pH = 2.1
b) proteinas obtenidas en el sobrenadante de la primera 
extracciôn.
c) proteinas obtenidas en el sobrenadante de la segunda 
extracciôn.
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La presencia de distintas concentraciones salinas en el medio 
de disoluciôn de la cromatina influye en el estado conformacional 
de ë s t a . Las variaciones conformacionales inducidas por la fuer­
za iônica del medio se estudiaron en un intervalo de concentraciôn 
de ClNa de 0 a 0,6 M, ya que por encima de ëste ûltimo valor de 
concentraciôn salina empieza a producirse la disociaciôn de las 
histonas (Wilhelm y Champagne, 1969).
Primeramente se determinô la variaciôn en la solubilidad de 
la cromatina en disoluciones de distinta fuerza iônica mediante 
la valoraciôn de la turbidez a 350 nm. Para ello se tomaron volû 
menes iguales de una disoluciôn de cromatina en tampôn Tris-CIH 
5mM y EDTA ImM a pH=8.0 a una concentraciôn de DNA de 0,24 mg/ml 
y se anadiô a cada uno de ellos un volümen igual de distintas dj^  
soluciones de ClNa (0,1M, 0,2M, 0,4M, 0,6M, 0,8M, l.OM y 1.2M), 
todas ellas en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0, con obje 
to de conseguir la fuerza iônica deseada. Como puede apreciarse 
en la figura 25 existe un mînimo de solubilidad (mâximo de turb^ 
dez) centrado en ClNa 0,25M. Este mînimo de solubilidad lo presen 
ta tambiën la cromatina obtenida a partir de otros materiales bio 
lôgicos como timo de ternera (Bradbury y col., 1973) y levadura 
(Lôpez-Brana, tesis doctoral).
Debido a las complicaciones que traerla consigo hidrolizar 
con tripsina cromatina parcialmente insoluble, se desechô la idea 
de emplear disoluciones de concentraciôn salina mayores de 0,1M.
A ësta fuerza iônica es tambiën apreciable una ligera turbidez, 
no obstante, dado que la precipitaciôn de una macromolëcula guar 
da relaciôn con su concentraciôn en disoluciôn, se pueden utili­
zer disoluciones de cromatina menos concentradas y evitar de ëste 
modo su insolubilidad. A una concentraciôn de DNA de 70 M^/ml no
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se aprecia turbidez a 350 nm, lo cual es indicio de que no se pro 
duce precipitaciôn.
Posteriormente se estudiaron las variaciones conformaciona­
les inducidas por la fuerza iônica en el intervalo de concentra­
ciôn de ClNa de 0 a 100 mM. Estos se realizaron en cromatina na­
tiva y liberada de histonas ricas en lisina (mediante el proced_i 
miento de disociaciôn salina). Se registrô el espectro de D.C. en 
la zona del U.V. prôximo de cromatina disuelta a una concentraciôn 
de DNA de 70 pg/ml en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 y 
ClNa en la concentraciôn que se indica en abcisas en la figura 
26. Puede apreciarse un mâximo en la elipticidad molar a 280 nm 
en ClNa lOmM. Este mâximo estâ ausente en cromatina liberada de 
histonas ricas en lisina. Finalmente, desde un valor de concentra 
ciôn de ClNa de 20mM hasta lOOmM se produce un descenso graduai 
de la elipticidad molar a 280 nm en ambos casos. La interpreta- 
ciôn de éstos resultados se discutirâ mâs adelante a la luz de 
otros resultados.
3.2. Experimentos de hidrôlisis trîptica
3.2.1. Optlmizaciôn de las condiciones metodolôqicas
En este apartado se indican los resultados de los ensayos 
realizados para determinar las condiciones ôptimas de detenciôn 
de la acciôn del enzima mediante la utilizaciôn de distintos inhi^ 
bidores; también se exponen los resultados del estudio realizado 
sobre la modificaciôn inducida en la actividad enzimâtica por di£ 
tintas temperaturas y condiciones del medio, todo ello necesario
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para la unificaciôn de los resultados de experimentos posteriores 
de incubaciôn trîptica de cromatina en distintas condiciones.
3 . 2 .1.1. ^nhibiciôn de ii3_a£ciôn tr^ptica^
La determinaciôn de las condiciones adecuadas para detener 
las hidrôlisis trîpticas realizadas a tiempos discrètes se real^ 
zô despuës de ensayar très productos diferentes: PMSF, TLCK e 
inhibidor de tripsina (de soja tipo 1-S).
Primeramente se probô el efecto del PMSF ya que ëste es inh_i 
bidor de serin-proteasas y la tripsina se encuentra dentro de ë£ 
te grupo de enzimas. Se introdujeron 2,5 ml de una disoluciôn de 
sustrato artificial BAPNA (1 mg/ml) en agua dentro de una cubeta 
de espectrofotômetro de un centîmetro de paso ôptico. Se anadie- 
ron 0,3 ml de tampôn fosfato 0,3M a pH - 8 .0 y 0.2 ml de una diso­
luciôn de tripsina en CIH ImM (12,5 pg/ml) y se registrô el incre 
mento de absorbancia a 405 nm con el tiempo durante 5 minutos. A 
continuaciôn se anadieron 100 yl de una disoluciôn de PMSF en iso 
propanol (0,75 mg/ml) y se continuô registrando la absorbancia a 
405 nm con el tiempo.
No se observô variaciôn en la pendiente de la recta obteni­
da antes y despuës de la adiciôn de PMSF, lo que indica que la ve 
locidad de hidrôlisis del enlace ëster del sustrato por el enzima 
es la misma en presencia y ausencia de dicho producto, descartSn 
dose ëste como inhibidor.
Se utilizô tambiën, operando en las mismas condiciones, TLCK 
disuelto en agua en una proporciôn très veces superior en peso 
respecto al enzima. En este caso, se observô en el momento de su
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adiciôn la detenciôn del incremento de la absorbancia a 405 nm, 
no registrândose variaciones durante un periodo de 4 horas. En 
periodos de tiempo mâs prolongados si se pudo apreciar una conti^ 
nuaciôn de la reacciôn enzimâtica como se deduce de los datos de 
la tabla II.
El mismo ensayo se repitiô finalmente utilizando inhibidor 
de tripsina (de soja, tipo 1-S) (Sigma) en proporciôn dos veces 
en peso con relaciôn a la tripsina. En este caso si se observô el 
bloqueo de la reacciôn tanto a tiempos cortos como largos, eli- 
giendose ëste como inhibidor mâs efectivo. No obstante, al hidro 
lizar cromatina con tripsina a distintos tiempos e incubar cada 
hidrolizado 30 min a 70°C con el disolvente de muestras de la 
electroforésis de Laemmli, pudo observarse despuës de realizar la 
electroforésis que todas las muestras estaban totalmente hidrol^ 
zadas aûn cuando se habia anadido inhibidor. El problema plantea 
do por la incubaciôn requerida en este tipo de electroforésis se 
resolviô satisfactorlamente substituyendo aquella por un tratamien 
to a 100°C durante 10 min.
3. 2 .1. 2. ^nf luenc_ia_de ^a temg^era^ura en l.a_act^v^dad_de l^a_ 
tripsina^
En la figura 27 se muestran los resultados obtenidos al hi­
drolizar con tripsina el sustrato BAPNA a très temperaturas dife 
rentes 4, 13 y 26°C, en las condiciones especificadas en el apar 
tado 2.8.1.
En los momentos iniciales de incubaciôn el progreso de la 
reacciôn es lineal con el tiempo, de modo que la pendiente de la 
recta obtenida al representar la absorbancia a 405 nm frente al
- 101 -
TABLA II
Tiempo transcurrido de£ 
de la adiciôn del inhi­
bidor
(horas)
405 a tiempo t - A
4°C
405 a tiempo cero
Temperatura ambiente
0
4
24
72
0. 00 
0.00 
0.21 
0. 57
0.00 
0. 00 
0.21 
1.50
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tlempo nos indica la velocidad inicial de reacciôn y, como la con 
centraciôn de sustrato y enzima empleado en los très casos es la 
misma, la relaciôn entre dichas velocidades initiales es propor- 
cional a la relaciôn de constantes de reacciôn a cada temperatu­
ra .
Como puede apreciarse en la figura 27 la constante de hidrô 
lisis a 13®C es casi très veces mayor que la correspondiente a 
4"G y dos veces inferior que la obtenida a 26°C, de modo que la 
actividad del enzima guarda funciôn lineal con la temperatura de 
incubaciôn.
3 . 2 .1. 3. ^nf luenc^a de l^ a f uerza i.6nica_en l^a_act_iv^dad de 
]La tripsina
Antes de estudiar las cinêticas de digestiôn trîptica de cro 
matina a distintas fuerzas iônicas, se considerô conveniente in- 
vestigar la influencia de la fuerza iônica en la actividad del 
enzima. Para ello se hallaron las velocidades iniciales de hidrô 
lisis del sustrato BAPNA por la tripsina a las fuerzas iônicas 
indicadas en la tabla III; en la misma se muestran los cocientes 
résultantes de dividir el valor obtenido de velocidad inicial a 
cada fuerza iônica por el correspondiente a una concentraciôn sa 
lina de 20mM; todos los cocientes oscilan entre 0,85 y 1,08 veces 
del valor de ë s t e .
Esta oscilaciôn puede considerarse dentro del margen de error 
experimental por lo que no se estima necesario realizar ninguna 
correcciôn en las constantes de hidrôlisis trîptica de cromatina 
por una posible activaciôn o inactivaciôn del enzima dentro del 
intervalo de fuerzas iônicas utilizado.
TABLA III
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con ClNa 
(mM)
01
^020 (*)
0 0.85
5 0.91
10 1.04
20 1.00
40 1.08
60 1.00
100 0. 85
(* ) V01
020'
velocidad inicial a la fuerza iônica I
velocidad inicial a la fuerza iônica correspondien 
te a ClNa 20 mM.
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3.2.2. Cinëtica de hidrôlisis trîptica de histonas en la cronatina
La hidrôlisis de las histonas a lo largo del tiempo se estu 
diô mediante electroforésis en gel de poliacrilamida en presmcia 
de SDS de alicuotas tomadas a distintos tiempos en el transcvrso 
de la incubaciôn. Primeramente se realizaron digestiones en cond^ 
clones muy suaves, a 4®C, y empleando una relaciôn enzima/DNA 
igual a 1/1000. En éstas condiciones, el proceso es lo suficlan- 
temente lento como para poder apreciar las distintas etapas <fel 
proceso de proteôlisis. Las histonas que se hidrolizan primer) 
son las ricas en lisina: en 20 minutos de incubaciôn la histoia 
H5 se ha hidrolizado completamente y la Hl practicamente también 
(figura 28). La degradaciôn de la histona Hl dâ lugar a varias 
bandas situadas por encima de la correspondiente a la histona H5. 
Durante éste periodo, las histonas internas permanecen intactas.
A las 4 horas de incubaciôn (figura 29) se aprecia la apariciôn 
de un péptido (PI) que tiene aproximadamente la misma movilidïd 
electroforëticà que la histona H5 y puede ser fScilmente confjn- 
dible con ësta, sin embargo este péptido debe originarse a partir 
de las bandas de degradaciôn de la histona Hl antes mencionachs 
ya que es tambiën visible cuando se incuba cromatina carente le 
histona H5 con tripsina en las mismas condiciones (figura 30).
A la vista de los razonamientos anteriores estâ claro qie 
el péptido PI procédé de la histona Hl. Puede verse en la figira 
29 que este péptido desaparece con el transcurso de la hidrôlisis, 
a la par que aparecen otros, designados como P2 y P3 en la figu­
ra. El péptido P3 tiene una movilidad similar a la de la hist>na 
H3, pero no puede confundirse con ella, toda vez que ësta his:o- 
na se dégrada râpidamente. Dé hecho a las 4 horas de hidrôlisis
-105-
Flg. 2 8 .- Electroforésis por el método descrito en el apartado 
2.11.1.1.
a) cromatina intacta
b) y c) cromatina en Tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA 1 mM
a pH=8.0 digerida con tripsina a 4°C (relaciôn 
enzima/DNA= 1/1000) durante 0 (b) y 20 min (c),
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P1
Fig. 2 9 .- Electroforésis por el método descrito en el apartado
2.11.1.1. Cromatina en tampôn Tris-ClH 5mM y EDTA ImM 
a pH=8.0 incubada con tripsina a 4*’C, durante los tiem 
pos (de izda. a dcha.): 0,4 h , 8h , 20h , 25h , 30h , 
44h , 50h , 56h , 7Oh , 78h y lOOh . (Relaciôn trip- 
sina/DNA = 1:1000).
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H1
H5
)pi
I I
Fig. 30.- Electroforésis por el método descrito en el apartado 
2.11.1.1.
a) cromatina intacta
b) cromatina carente de histona H5
c) y d) cromatina carente de histona H5 en tampôn Tris-
CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 digerida con trig^ 
sina durante 25 horas a 4°C. (relaciôn enzima/ 
DNA = 1/1000).
-Ios­
ya no se apreclan mâs las trazas de ella (figura 29). Asi pues, 
los péptidos P2 y P3 deben procéder, teniendo en cuenta su movi­
lidad, de las histonas Hi 6 H5.
Para decidir su origen se procedlô al densitometrado de la 
plaça de la figura 29, que se recoge en la figura 31. A partir 
de los trazados densitométricos se integraron las bandas corres- 
pondientes a PI, P2 y P3, cuya variaciôn con el tiempo se repré­
senta en la figura 32. A la vista de ësta figura parece lôgico su 
poner que el pëptido P3 se origina a partir del P2 y ëste a par­
tir del PI, por lo que todos, en principio, proceden en 01timo 
tërmino de la histona Hl. Hay que advertir que las âreas de las 
bandas correspondientes a êstos pëptidos son proporcionales a la 
concentraciôn de los pëptidos, pero puesto que el gel estaba ten_i 
do con azul Coomassie, la relaciôn entre ârea y concentraciôn no 
es necesariamente lineal. Esto impide obtener relaciones cuanti- 
tativas, pero, de cualquier modo, la forma de las curvas, y la 
sucesiôn temporal, con que cada una alcanza su mâximo, permite
llegar a la conclusiôn antes indicada sobre el origen de los pëg
tidos.
De las histonas internas, la H3 es la mâs susceptible a la 
hidrôlisis; como ya se ha mencionado, a las 4 horas de incubaciôn 
sôlo son visibles trazas de ella (figura 29). Como consecuencia 
de su hidrôlisis se origina el pëptido P 4 , que migra entre las 
histonas H2A y H4. Este pëptido coincide en movilidad electroforë 
tica con el pëptido PI identiflcado por Weintraub y Van Lente
(1974) como procédante de la histona H3.
La banda correspondiente a la histona H2B mantiene su inten 
sldad constante hasta las 8 horas de digestiôn, a partir de ëste
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0 h
4 h
8 h
Fig. 3 1 .- Densitograina de las imSgenes electro forêt ica s de los 
digeridos tripticos mostrados en la figura 29.
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Fig. 32 .- Varlaciôn con el tiempo de la intensidad de las bandas 
correspondlentes a la histona Hi (—•— •— ); PI (*— ; 
P2 (-0--- 0 -) y P3 (•-•••)-
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tiempo va dlsminuyendo progresivamente y deja de ser visible a 
partir de las 50 boras de incubaciôn (figuras 29 y 30).
En el caso de las histonas H2A y H4 es mâs difïcil seguir el 
curso de su degradaciôn. La banda correspondiente a la histona 
H2A résulta enroascarada en los dos primeros tiempos de digestiôn 
(4 y 8 horas) por la correspondiente al péptido P 4 . A partir de 
éste tiempo permanece en forma de banda muy tenue, siempre de me 
nor intensidad que la correspondiente a la histona H2B, hasta las 
30 horas de incubaciôn (figuras 29 y 30). La histona H4 permane­
ce Intacta hasta las 8 horas; despuês es visible una banda (PS)
cuya movilidad es ligeramente inferior a la de la H4 y que posi-
blemente procéda, por proteôlisis, del péptido P 4 . El péptido PS 
se mantiene hasta los tiempos finales de incubaciôn. (figuras 29 
y 30) .
Atendiendo al estado de proteôlisis de las histonas y a la 
presencia de determinados péptidos pueden distinguirse très eta- 
pas en el proceso de digestiôn triptica de cromatina:
- 1- etapa (0-8 horas): caracterizada por la degradaciôn de
las histonas H1 y H5, la apariciôn 
del péptido PI procedente de la his^ 
tona H1 y la degradaciôn de la his­
tona H3 con la apariciôn simultSnea
del péptido P4 originado a partir de
e l l a .
- 2- etapa (8-44/50 horas): durante éste periodo el pept ^
PI se hidroliza progresivament^jEj^M^^'M. 
aparece el P2. Las histonas H 2 ^ ]  
también se van degradando as! como
BIBLIOTECA
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péptido P4 que dS lugar al P5.
- 3- etapa (44/50-78 horas): caracterizado por la ausencla
de histonas intactas y la presencia 
de los péptidos P2, P3, P5 y P6, que 
se van hidrollzando en el transcur- 
so de ésta etapa.
La figura 33 ilustra el resultado de una cinética de hidréli^ 
sis triptica de cromatina realizada a 4°C empleando una relaciôn 
enzima/DNA de 1/600. En éste caso, ya a las très horas de incuba 
ciôn se encuentra una imagen electroforêtica correspondiente a 
lo que anteriormente se ha llamado segunda etapa, con la presen­
cia de los péptidos PI, P2, P4, P5 y P6 y las histonas H2B y H2A. 
Hay también una banda a la altura de la histona H4; sin embargo 
no puede asegurarse que corresponda a ésta histona ya que esté 
descrita la producciôn, por digestiôn trfptica de nûcleos de eri 
trocito de polio, de un péptido procedente de la histona H2A de 
movilidad electroforêtica idéntica a la histona H4 (Bôhm y col., 
1980) .
A las 22 horas en éstas condiciones parece haberse alcanza- 
do casi el final de la tercera etapa ya que sôlo son visibles los 
péptidos P3, P5 y P6 y la banda a la altura de la histona H4. Ob 
servese que el péptido P5 se empieza a hidrolizar a las 22 horas 
y desaparece a las 46 horas; a partir de este tiempo sôlo perma- 
necen los péptidos P3 y P6.
En incubaciones rë^alizadas a 13°C empleando una relaciôn en 
zima/DNA de 1/300 no ha sido apreciable la primera etapa en el 
primer tiempo de digestiôn analizado (una hora). La segunda etapa 
dura hasta las 4-5 horas, y en la tercera etapa, a las 49 horas
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0  P2
Fig. 3 3 .- Electroforésis por el mêtodo descrito en el apartado
2,11.1,1. Cromatina en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM 
digerida con tripsina a 4"C (relaciôn enzima/DNA=l:600) 
durante los siguientes tiempos (de izda. a dcha.): 0, 3h, 
6h, 22h, 29h, 46h, 54h, 69h, 94h, 120h y 168h.
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P2
P3
P6
F i g . 3 4 .- Digestiôn triptica de cromatina en tampôn Tris-CIH 5mM y 
EDTA ImM a pH=8.0 realizada a 13®C (relaciôn Tripsina/DNA= 
1:300). Esquema de las imâgenes electroforëticas obteni- 
das a los siguientes tiempos (de idq. a dcha.): 0, Ih,
2h, 3h, 4.5H, 6,5h, 24h y 49h.
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de incubaciôn sôlo son visibles los péptidos P3 y P6 (figura 34).
3.2.3. Hidrôlisis con desoxiribonucleasa I de digeridos tripticos 
de cromatina
Para averiguar la protecciôn conferida al DNA por las histo-^ 
nas y sus productos de degradaciôn en distintas etapas de proteô 
lisis, se sometiô a hidrôlisis con DNasa I a digeridos tornades a 
distintos tiempos de incubaciôn triptica de cromatina. Esta ûlt^ 
ma se realizô a 13“C en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 
emplenado una relaciôn tripsina/DNA igual a 1/300. Las alicuotas 
se tomaron a los tiempos indicados en el pie de la figura 34 en 
la que se muestra un esquema del estado de las histonas en cada 
caso. Cada una de éstas alicuotas se incubô durante 2 minutes con 
DNasa I como se indica en el apartado 2.7.
La figura 35 muestra la distribuciôn de bandas obtenida en 
un gel de poliacrilamida realizado en condiciones desnaturalizan 
tes segûn se especifica en el apartado 2.11.1.4. En los primeros 
tiempos de incubaciôn triptica (1, 2 y 3 horas) los hidrolizados 
con DNasa I tienen una distribuciôn de bandas anâloga a la obte­
nida en cromatina sin digerir, aunque estân ausentes las bandas 
de mayor peso molecular (90 y 100 bases). Durante este periodo 
la imagen electroforêtica de las histonas corresponde a la deno- 
minada segunda etapa de hidrôlisis triptica. Entre 4.5 y 6,5 ho­
ras se observa un descenso en el nûmero de bandas de mayores pe­
sos moleculares, siendo sôlo visibles los fragmentos de 20, 30 y 
40 bases. Entre 24 y 49 horas la banda de mayor peso molecular 
présente es la de 30 bases. A partir de las 4,5 horas de incuba­
ciôn no queda ya ninguna histona Intacta y la digestiôn triptica
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* • i ♦
a b  c d e f g h i j
Fig. 35 .- Imagen electroforética obtenida en condiciones desnatura 
lizantes (apartado 2.11.1.4.) de los digeridos tripticos 
de cromatina en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 
(Relaciôn tripsina/DNA = 1:300; T=13°C) obtenidos a tiem­
pos variables. Cada hidrolizado se incubô posteriormente 
durante 2 min a 37®C con DNasa I (80 U/mg DNA)
a) cromatina nativa incubada con DNasa I
b) digerido triptico (t=0) incubado con DNasa I
c) " " (t=lh)
d) " " (t=2h)
e) " " (t=3h)
f) " " (t=4,5h) "
g) " " (t=6,5h) ••
h) " " (t=24h)
i) " " (t=49h)
j) " " (t=49h)
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F l g . 3 6 .- Imagen electroforêtica obtenida en condiciones desnatura 
lizantes (apartado 2.11.1.4.) de los digeridos tripticos 
de cromatina en tampôn Tris-CIH 5mM, EDTA ImM y ClNa 60mM 
a pH=8.0. (Relaciôn tripsina/DNA = 1:300; T =13®C) obte­
nidos a tiempos variables. Cada hidrolizado se incubô pos^ 
teriormente 2 min a 37®C con DNasa I (80 U/mg DN A ) . 
a) y k) cromatina nativa incubada con DNasa I
(t=0) incubado con DNasa Ib) digerido triptico 
c) " (t=lh)
d) " (t=2h)
e) " (t=3h)
f) (t=4.5h)
g) (t=6.5h)
h) ” (t=24h)
i) (t=49h)
j) " (t=49h)
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se encuentra en la tercera fase descrita de proteôlisis, en la 
cual la organizaciôn del DNA dentro de cada nucleosoma ha tenido 
que experimentar ya alteraciones como lo indica el hecho de que 
el fragmente de mayor longitud protegido ante el ataque de la 
DNasa I posea tan solo 40 bases.
En la figura 36 se muestra el resultado de un experimento 
realizado del mismo modo que el descrito anteriormente con la d_i 
ferencia de haber realizado la incubaciôn triptica de cromatina 
en tampôn Tris-CIH 5mM, EDTA ImM y ClNa 60mM a pH=8.0. En este 
caso se obtienen resultados anâlogos hasta las 4,5 horas de incu 
baciôn; a partir de este tiempo es apreciable la presencia de un 
mayor nûmero de bandas de alto peso molecular. A las 6,5 horas 
estân todavia présentes fragmentos de 50-60 bases y a las 24 y 
49 horas la intensidad de la banda de 30 bases es mayor que el ex 
perimento anterior. Esto indica una mayor protecciôn del DNA ante 
la DNasa I en los digeridos tripticos obtenidos en presencia de 
ClNa 60mM.
3.2.4. Hidrôlisis con nucleasa de micrococos de cromatina digeri­
da con tripsina
La hidrôlisis con nucleasa de micrococos se realizô de un d^ 
gerido triptico de cromatina en tampôn Tris 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 
utilizando una relaciôn tripsina/DNA igual a 1/600 durante 120 
horas a la temperatura de 4°C. Su imagen electroforêtica (figura 
33 j) dénota que ninguna de las fracciones de histona permanece 
intacta. La hidrôlisis posterior de éste digerido con nucleasa de 
micrococos indicô la longitud de DNA protegido por las zonas ré­
sistantes de las histonas no hidrolizadas por la tripsina.
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En la figura 18 (b y c) se muestra la imagen electroforêtica 
obtenida en geles realizados en condiciones no desnaturalizantes 
del digerido triptico hidrolizado con nucleasa micrococal. (40 
unidades de enzima/mg de DNA) durante 5 y 1 minutes respectiva- 
me n t e ; puede observarse que el tamaho de los fragmentos de DNA son, 
en ambos casos, menores que los obtenidos en el digerido de cro­
matina nativa (figura 18 a) afin cuando en este caso el tiempo de 
incubaciôn fué mas largo (10 minutos).
En la figura 18 se indica asimismo el tamano de los fragmen 
tos de DNA que son, en el caso del hidrolizado durante un minuto, 
166 y 140 pares de bases, que corresponden a la longitud del DNA 
del cromatosoma y del core nucleosomal respect!vamente, ésto es 
prueba de que, aûn cuando todas las histonas han sido hidroliza­
das por la tripsina, sus fragmentos resistentes que permanecen 
asociados al DNA son capaces de conferirle protecciôn y mantener 
en cierto grado su estructura. El fragmente de 140 pares de bases 
no es, sin embargo, mas que un producto intermedio, ya que en el 
hidrolizado durante 5 minutos aparecen otros fragmentos de 117 y 
105 pares de bases. El fragmente de 105 pares de bases parece ser 
el de mener longitud protegido por las zonas resistentes de las 
histonas.
3.2.5. Cinêticas de hidrôlisis triptica seguidas mediante titula- 
ciôn automâtica
La hidrôlisis triptica de enlaces peptldicos en que el grupo 
carboxilo es aportado por un residue de lisina o arginina, da lu 
gar a la liberaciôn de un protôn por cada enlace roto que puede 
valorarse mediante el empleo de una b a s e .
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Antes de estudlar la rotura triptica de enlaces en cromatina 
se digirieron con tripsina histonas en disoluciôn acuosa. En este 
medio es de esperar que las histonas no posean estructura secunda 
ria y por ello resulten accesibles al enzima todos los enlaces 
susceptibles de ser hidrolizados. Las histonas utilizadas proce- 
dlan de la extracciôn con CIH 0,25N del sedimento résultante del 
tratamiento de nûcleos con PCA 5% como se indica en el apartado 
2.4.
La disoluciôn de las histonas se realizô a una concentraciôn 
de 0,05 mg/ml en agua a pH=7,95; la digestiôn triptica se efectuô 
empleando una relaciôn Tripsina/protelna igual a 1/300. La titu- 
laciôn se realizô de modo automâtico en las condiciones indicadas 
en el apartado 2.9.
La curva obtenida (figura 37) es de tipo exponencial y res- 
ponde a la ecuaciôn:
-
donde es el nûmero de microequivalentes de NaOH consumidos a 
tiempo t por cada miligramo de protelna; es el nûmero de micro 
équivalentes de NaOH consumidos en total como consecuencia de la 
rotura de todos los enlaces por miligramo de protelna; es la 
constante de hidrôlisis y t el tiempo.
Su anâlisis se realizô por el mêtodo grSfico mediante la re 
presentaciôn de los logaritmos neperianos de (H^-H^) frente al 
tiempo (figura 38); los valores obtenidos para H^ y kj^  son, res- 
pectivamente, 1,3 microequivalentes/mg y 1.5 x 10~^ min ^ .
La hidrôlisis triptica de cromatina se realizô en disoluciôn 
acuosa (pH = 7.95) a una concentraciôn de 0,12 mg de DNA por mi-
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Fig. 3 8 .- AnSlisis grSfico (apartado 2.11.5.1.1.) de la curva 
mostrada en la figura 37.
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lilitro, empleando una relaciôn enzima/DNA de 1/300. Las condicio 
nes de incubaciôn y de tltulaciôn fueron las mismas que en el ca 
so anterior. La curva obtenida (figura 39) se ajustô mediante el 
programa de câlculo BMDP (apartado 2.11.5.2.2.) a una curva teô- 
rica de una exponencial cuyos parâmetros y son, respectiva 
mente 0,72 microequivalentes/mg de DNA y 4.6 x 10 ^ min La re 
presentaciôn de los residuos obtenidos en dicho ajuste frente a 
sus probabilidades normales se muestra en la figura 40.
Si se comparan los valores obtenidos de y en la hidrô 
lisis triptica de histonas y cromatina en disoluciôn acuosa, pue 
de observarse que el consume de NaOH en el caso de cromatina es 
aproximadamente el 55% del que se produce por hidrôlisis de enla 
ces en las histonas libres; esto indica una protecciôn ante el 
enzima de casi la mitad de los enlaces potencialmente hidroliza- 
bles en cromatina. Por otra parte, la velocidad de rotura enzimâ 
tica de enlaces en cromatina es, aproximadamente, très veces mâs 
pequeha que la obtenida en el caso de la proteôlisis de las his­
tonas como se deduce de los correspondiente s valores de kj^ . Este 
resultado es totalmente lôgico si se tiene en cuenta que la inter 
acciôn de las histonas con el DNA en la cromatina no solo impide 
que todos los enlaces peptldicos sean accesibles sino que también 
dificulta, posibleraente por razones geométricas, el acceso de la 
tripsina a los enlaces potencialmente hidrolizables.
3.2.6. Cinêticas de hidrôlisis triptica seguidas por dicroismo 
circular
La proteôlisis producida en las histonas en el transcurso de 
las incubaciones trlpticas de cromatina, da lugar a cambios con-
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Fig. 4 0 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el ajus 
te teôrico de la figura 39 trente a sus probabilida 
des normales.
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Fig. 4 1 .- Varlaciôn de la eliptlcidad molar en grades x cm^/dmol a 
280 nm durante el curso de la digestiôn triptica de cro­
matina en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 (0.25 
mg/ml) a 4®C. Relaciôn tripsina/DNA = 1/1000.
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Fig. 4 2 .- Espectros de dicroismo circular en la zona del ul- 
travioleta prôximo de alicuotas tomadas en el tran£ 
curso de la incubaciôn de cromatina en tampôn Tris- 
CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 (0.25 mg/ml) con tripsi^ 
na a 4°C; relaciôn tripsina/DNA = 1/1000.En el ângu 
lo superior derecho se indican los tiempos de incu­
baciôn en horas.
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Flg. 4 3 .- Espectros de dicroismo circular en la zona del ul- 
travioleta prôximo de alicuotas tomadas en el tran^ 
curso de la incubaciôn de cromatina en tampôn Tris- 
CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 (0.25 mg/ml) con trips_i 
na a 4®C; relaciôn tripsina/DNA = 1/1000. En el ân- 
gulo superior derecho se indican los tiempos de in­
cubaciôn en horas.
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forraacionales en el DNA que pueden ponerse de manlfiesto utilizan 
do la técnlca de dicroismo circular en la zona del U.V. prôximo.
Se han realizado dos tipos de estudio mediante el uso de e£ 
ta têcnica:
- digestiones discontinuas a tiempos discretos de incubaciôn 
con objeto de relacionar un grado determinado de proteôl^ 
sis con la variaciôn conformacional experimentada como con 
secuencia por el DNA.
- digestiones continuas destinadas a obtener los parâmetros 
que caracterizan cinêticamente el proceso en distintas con 
diciones de experimentaciôn.
3.2. 6.1. Digestiones discontinuas.
Se realizaron del modo indicado en el apartado 2.7. Se toma 
ron alicuotas a distintos tiempos de incubaciôn y se registrô su 
espectro de D.C. en la zona 260-330 nm. El estado de las histonas 
en cada caso se determinô mediante electroforésis en geles de po 
liacrilamida en presencia de SDS.
En las figuras 41, 42 y 43 se muestran los resultados obte­
nidos en très expérimentes diferentes realizados en las mismas 
condiciones; la cromatina disuelta en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA 
ImM a pH=8.0, a una concentraciôn de DNA de 0,25 mg/ml se incubô 
con tripsina empleando una relaciôn enzima/DNA igual a 1/1000 
(P/p), a 4°C durante los tiempos indicados en cada caso en el pie 
de la figura.
En la figura 41 puede observarse que, en estas condiciones, 
se produce a tiempos cortos de incubaciôn un pequeno descenso de
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la eliptlcidad a 280 nm; este descenso alcanza, con respecto a la 
eliptlcidad inicial, un valor mâximo de -400 “cm^/dmol a los 40 
minutos de incubaciôn. El valor inicial no se récupéra hasta las 
5-8 horas de incubaciôn (figuras 41 y 42). El descenso de elipt^ 
cidad en los primeros momentos de proteôlisis solo ha sido obser 
vable en incubaciones realizadas en condiciones muy suaves ; si se 
emplea una relaciôn enzima/DNA mayor (1/600) se aprecia ya en el 
primer tiempo analizado (3 horas) el aumento de la eliptlcidad a 
280 nm (figura 44). Esto también ocurre en una hora en otra incu 
baciôn realizada a 13®C utilizando una relaciôn enzima/DNA de 
1/300 (figura 45). Por otra parte, al digerir con tripsina croma 
tina liberada de histonas H1/H5 en condiciones muy suaves (rela­
ciôn enzima/DNA igual a 1/1000 y temperatura de incubaciôn 4°C) 
figura 46, no se aprecia el descenso de eliptlcidad a tiempos 
cortos. Este descenso debe estar relacionado, por tanto, con la 
proteôlisis de las histonas ricas en lisina que se produce en tiem 
pos muy breves de incubaciôn. Una vez superada esta etapa, se pro 
duce, en todas las condiciones estudiadas, un aumento progresivo 
de la eliptlcidad a 280 nm y una alteraciôn en la forma del espec 
tro que se hace cada vez mas semejante al correspondiente al DNA 
libre. En primer lugar, se pierde el minimo existente en la zona 
290-320 nm, que es caracteristico de cromatina nativa y después, 
de forma graduai, desaparece el hombro a 273 nm y el mâximo de
eliptlcidad a 280 nm se desplaza hacia 275 nm.
La representaciôn de la eliptlcidad a 280 nm frente al tiem
po de incubaciôn de lo"S espectros mostrados en la figura 44 dâ
lugar a la obtenciôn de una curva de tipo exponencial (figura 47) 
cuyo anâlisis gréfico (apartado 2.11.5.2.1.) indica que es la re
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Fig. 4 4 .- Espectros de dicroismo circular en la zona del ultravio- 
leta prdximo de alicuotas tomadas en el transcurso de la 
incubaciôn de cromatina en tampôn Tris-CIH 5mM y EDTA ImM 
a pH=8.0 (0.25 mg/ml) con tripsina a 4°C; relaciôn trip- 
sina/DNA=l/600. En el Sngulo superior derecho se indican 
los tiempos de incubaciôn en horas.
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4 5 .- Espectros de dicroismo circular en la zona del ul- 
travioleta prôxlmo de allcuotas toraadas en el tran£ 
curso de la incubaciôn de cromatina en tampôn Tris- 
CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8.0 (0.25 mg/ml) con trips! 
na a 13®C; relaciôn tripsina/DNA=l/300. En el Sngu- 
lo superior derecho se indican los tiempos de incu- 
bacidn en boras.
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Fig. 4 6 .- Espectros de dicroismo circular en la zona del ultravio- 
leta prdximo de allcuotas tomadas en el transcurso de la 
incubaciôn de cromatina desprovista de histonas H1/H5 en 
tamp6 n Tris-CIH 5mM y EDTA ImM a pH=8 .0 (0.25 mg/ml) con 
tripsina a 4®C; relaciôn tripsina/DNA= 1/1000. En el Sn- 
gulo superior derecho se indican los tiempos de incubaciôn 
en horas.
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sultante de la suma de dos procesos siinultSneos, ambos de tipo ex 
ponenclal, caracterizados por constantes cinéticas diferentes.
dos
Los valores de las constantes de pseudo-primer orden obten^ 
por el anSlisis grâflco son kj,= 5,5 x 10 ^ min  ^ y ^2 = 3,4 x 
10 min . A partir de las ordenadas en el origen, como se ha in 
dicado en el apartado 2.11.5.2.1. se han determinado los valores 
d e @ ^  y @ 2  que resultan ser de 1,519 y 1,908 ”cm^/dmol respecti- 
vamente.
3.2.6 .2.- Digestiones continuas
Los expérimentes de digestiones tripticas discontinuas indi 
cados en el apartado anterior proporcionan un nûmero insuficien- 
te de puntos expérimentales para construir las representaciones 
de ^ 2 8 0  ^^®ute al tiempo necesarias para el câlculo de los parâ 
metros cinêticos. Para el câlculo de dichos parâmetros se realiza 
ron digestiones en las que se midi6 la ■© 230 continuamente duran 
te todo el proceso de incubaciôn; estos expérimentes se llevaron 
a cabo segdn el método y condiciones descritas en el apartado 
2.10.
Las digestiones tripticas continuas se llevaron a cabo en 
cromatina nativa de las caracteristicas indicadas en el apartado
3.1. y en cromatina desprovista de histonas H1/H5 por el proced^ 
miento de disociaciôn salina (apartado 3.1.7.1.) y, en ambos ca­
ses, se realizaron un conjunto de experimentos en los que se man 
tuvo constante la relaciôn tripsina/DNA (1/25) y temperature de 
incubaciôn alterSndose tan sôlo la fuerza iônica del medio en el 
intervalo de concentréeiones de ClNa de 0 a 100 mM; como se ha 
discutido en el apartado 3.1.8., en éste intervalo de fuerzas iô 
nicas, y en las condiciones utilizadas en estos experimentos, no
— 136—
se produce la precipitaciôn de la cromatina que podria dificultar 
el desarrollo de las incubaciones e inducir a error en la inter- 
pretaciôn de los resultados.
3.2.6.2.1.- Digestiones continuas de cromatina nativa.
La representaciôn directe de la ® 2 0 O  ^^^nte al tiempo diô 
lugar a la obtenciôn de curvas bifSsicas en los casos en que la 
fuerza iônica del medio de incubaciôn fue menor que la correspon 
diente a ClNa lOmM (figuras 48 y 49); en los experimentos reali- 
zados en presencia de mayores concentraciones salinas, como se 
mostrarâ mâs adelante, no fue patente dicha bifasicidad.
Para el câlculo de parâmetros cinéticos se ajustaron todas 
las curvas expérimentales obtenidas a la curva teôrica mas adecua 
da en cada caso mediante el empleo de un programa de câlculo. En 
los casos citados en que la curva experimental resultô bifâsica 
solo se introdujo en el programa de câlculo la primera parte de 
la curva anterior al punto de inflexiôn. Como se ha indicado en 
el apartado 2.11.5.2.1. el programa utilizado realiza el ajuste 
de cada curva experimental a curvas de 1, 2, 3 ô 4 exponenciales. 
La selécciôn del ajuste idôneo se realizô en cada caso siguiendo 
el procedimiento que se indica a continuaciôn.
Priroeramente se descartaron aquellos ajustes carentes de sen 
tido, bien por ser una o varias de sus constantes cero, bien por 
resultar nula o casi nula la ordenada en el origen correspondien 
te a la exponencial regida por una constante significativa. Des- 
pués, entre los restantes ajustes se escogiô aquel cuyo valor rms 
fué minimo; en el caso de obtener dos o mâs ajustes con valor rms 
prôximos se seleccionô aquel en que la representaciôn de los re-
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slduos frente a su probabllidad normal resultô mâs lineal.
En las figuras 50 y 51 se muestran las zonas de las curvas 
expérimentales (•) obtenidas en las digestiones tripticas realiza 
das en ausencia y presencia de ClNa 5mM respectivamente y sus 
ajustes teôricos correspondientes (+) a curvas de dos exponencia 
les. Las figuras 52 y 53 corresponden a las representaciones de 
los residuos frente a su probabilidad normal para ambos ajustes. 
Los parâmetros cinéticos obtenidos en ambos casos de la curva teô 
rica seleccionada se dan, junto con los résultantes de los demâs 
experimentos realizados, en la tabla IV.
La figura 54 ilustra la curva experimental (•) y teôrica (+) 
obtenida en una digestiôn trîptica de cromatina realizada en las 
mismas condiciones que la mostrada en la figura 4 8 pero en la que 
se empleô una relaciôn tripsina/DNA igual a 1/300. La curva teô­
rica es una exponencial simple; hay que senalar que en este caso, 
y debido al empleo de una relaciôn enzima/DNA menor, la cinética 
de hidrôlisis es mucho mas lenta y, como puede observarse si se 
comparan los valores de ^ 2 8 0  ambas representaciones, a los 
400 minutos de digestiôn nos encontramos todavia dentro de la zo 
na anterior al punto de inflexiôn de la curva de la figura 48.
La figura 55 ilustra la representaciôn de los residuos del ajuste 
de la figura 54 frente a sus probabilidades normales.
En las incubaciones realizadas en presencia de concentracio 
nés de ClNa comprendidas entre 10 y 100 mM no se aprecia bifasi­
cidad en las curvas obtenidas en el tiempo que dura el experimen 
to por lo cual se introdujeron todos los puntos expérimentales 
de la curva en el programa de câlculo.
[e]280
ZO-
x 1 0 '
6P-
50-
25 50 75
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tiempo (min)
Fiq. 50.- Puntos expérimentales (.) y teôricos (+) de la pri 
mera parte de la curva mostrada en la figura 48. 
Los puntos teôricos se obtuvieron mediante el pro­
grama de câlculo BMDP (apartado 2.11.5.2.2.).
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Fig. 5 1 .- Puntos expérimentales (.) y teôricos ( + ) de la pri^ 
mera parte de la curva mostrada en la figura 49. 
Los puntos teôricos se obtuvieron mediante el pro­
grama de câlculo BMDP (apartado 2.11.5.2.2.).
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F i g . 5 2 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el ajus 
te teôrico a dos exponenciales de la curva de la fi 
gura 50 frente a sus probabilidades normales (apar­
tado 2.11.5.2.2.) .
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Fig. 5 3 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el aju^ 
te teôrico a dos exponenciales de la curva experimen 
tal de la figura 51 frente a sus probabilidades nor 
maies (apartado 2.11.5.2.2.).
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Fig. 5 5 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el aju^ 
te teôrico a una exponencial de la curva experimen­
tal de la figura 54 frente a sus probabilidades nor 
maies (apartado 2.11.5.2.2.)
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En las figuras 56, 58, 60, 62 y 64 se muestran las curvas 
expérimentales (•) y sus ajustes a curvas teôricas de dos exponen 
ciales (+) de las incubaciones realizadas en presencia de ClNa 10, 
20, 40, 60 y lOOmM respectivamente. En cada caso se incluye la re 
presentaciôn correspondiente de sus residuos frente a las proba- 
bilidades normales (figuras 57, 59, 61, 63 y 65). Las constantes 
y ordenadas en el origen de cada curva teôrica se recogen en la 
tabla IV.
Aunque en los casos anteriores no pueda observarse bifasic^ 
dad en las curvas expérimentales, esto no significa que esta no 
pudiera producirse; en este sentido hay que hacer notar que en 
ninguno de los experimentos se ha superado un valor [ ^ 2 8 0  
9000 ®cm^/dmol siendo este valor inferior al que corresponde al 
DNA libre en disoluciôn que se alcanzô después
de 48 horas de mantener las incubaciones a temperatura ambiente 
y que figura en cada caso en la tabla IV bajo la notaciôn 
©final Qjçp • For otra parte, si se suman los valores teôricos de 
ordenada en el origen y ©2 obtenidos para cada curva mediante 
el programa de câlculo se ve que no se corresponde, en muchos ca 
SOS, con el valor del incremento de la 0  ggQ alcanzado a las 48 
horas exp.^' conviens observar que 0 ^ +  © g  « ^^total exp.
se aiejan mâs entre si en aquellos casos en que la fuerza iônica 
de incubaciones fué muy baja o alta (tabla IV) y resultô mâs o 
menos coïncidente a fuerza iônica intermedia (ClNa 10-40 m M ) . En 
una digestiôn trîptica realizada en presencia de ClNa 20mM en las 
mismas condiciones que la mostrada en la figura 58, pero en la que 
se empleô una relaciôn tripsina/DNA de 1/2,4, no se présenta bifa 
sicldad (figura 66) afin cuando se llegan a superar los 10000 
“cm^/dmol, lo que abunda en la idea de que a fuerzas iônicas in-
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residuos
—3.0
Fiq. 5 7 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el ajus 
te teôrico a dos exponenciales de la curva experimen 
tal de la figura 56 frente a sus probabilidades nor 
maies (apartado 2.11.5.2.2.). ,
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ao
residues
Fig. 59.- Representaciôn de los residuos obtenidos en el aju£ 
te teôrico a dos exponenciales de la curva experimen 
tal de la figura 58 frente a sus probabilidades nor 
males (apartado 2.11.5.2.2.)
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residuos
- Representaciôn de los residuos obtenidos en el a jus 
te teôrico a dos exponenciales de la curva experimen 
tal de la figura 60 frente a sus probabilidades nor 
males (apartado 2.11.5.2,2.)
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residuos
Fig. 63 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el ajus 
te teôrico a dos exponenciales de la curva experimen 
tal de la figura 62 frente a sus probabilidades nor 
maies (apartado 2.11.5.2.2.)
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Fig. 6 5 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el ajuste
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental de 
la figura 64 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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residuos
Fig. 6 7 .- Representaciôn de los residues obtenldos en el ajuste 
teôrico a dos exponenclales de la curva experlnœntal 
de la figura 66 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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termedias el proceso no es blfâsico. La figura 67 ilustra la ca- 
lidad del ajuste teôrico de la figura 66.
3.2.6.2.2.- Digestiones continuas de cromatina desprovista 
de histonas H1/H5.
Los experimentos de digestiones continuas de cromatina des­
provista de histonas H1/H5 se realizaron en las mismas condicio- 
nes y en el mismo intervalo de fuerzas iônicas que los ya indica 
dos en cromatina nativa. En este caso no se obtuvo ninguna repre 
sentaciôn de Q  ggg frente al tiempo de tipo bifâsico, por lo cual 
se introdujeron todos los puntos expérimentales en el programs de 
câlculo para todas las fuerzas iônicas estudiadas. Los criterios 
de selecciôn del ajuste teôrico mâs adecuado para cada una de las 
curvas expérimentales fueron los ya indicados en el apartado ante 
rior.
En las figuras 68, 72, 74, 76, 78, 80 y 82 se muestran las 
curvas expérimentales (•) y sus ajustes teôricos a curvas de dos 
exponenciales (+) de las incubaciones tripticas realizadas en 
presencia de concentraciones de ClNa 0, 5, 10, 20, 40, 60 y 100 
respectivamente. Las figuras 69, 73, 75, 77, 79, 81 y 83 muestran 
la calidad del ajuste teôrico obtenido para cada una de dichas 
concentraciones salinas. Las constantes cinéticas y ordenadas en 
el origen respectives se encuentran reunidas en la tabla V.
La figura 70 muestra la cinëtica obtenida en una incubaciôn 
con tripsina de cromatina sin histonas H1/H5 realizada en las mi^ 
mas condiciones de fuerza iônica que la que ilustra la figura 68 
pero empleando una relaciôn enzima/DNA de 1/1000 y una temperatu 
ra de incubaciôn de 29®C, los parâmetros cinéticos obtenidos se
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encuentran en la tabla V. La figura 71 corresponde a la represen 
taciôn de los residuos del ajuste teôrico de la figura 70 frente 
a sus probabilidades normales.
Aunque no se aprecia bifasicidad en ninguna de las curvas
obtenidas, el valor mâximo de ^  alcanzado no supera, en nin-
gûn caso, 9-9,500 ®cm^/dmol, siendo este valor inferior al Q  _. .final e x p ,
(tabla V) registrado después de 48 horas de incubar cada muestra
a temperatura ambiente. Por otra parte, la suma 0 ^  '*'^2 "° se co
rresponde en todos los casos con el ^ , correspondiente;
total exp.
dichos valores se aiejan mâs entre si en condiciones de fuerza 
iônica baja (ClNa 0-5 mM) y alta (ClNa 40-100 itiM) (tabla V) de 
modo anâlogo al indicado en los experimentos realizados en croma 
tina nativa discutidos en el apartado anterior.
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Fig. 6 9 .- Representaciôn de los residuos obtenldos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 68 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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Fig. 71 .- Representacl6n de los residuos obtenidos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 70 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.)-
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F i g . 7 3 .- Representaclôn de los residuos obtenidos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 72 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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Fig. 7 5 .- Representacl6n de los residuos obtenidos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 74 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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residuos
Fig. 77 .- Representaciôn de los residuos obtenidos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 76 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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Fig. 7 9 .- Representaclôn de los residuos obtenidos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 78 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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residuos
Fig. 8 1 .- Representaclôn de los residuos obtenidos en el ajuste 
teôrico a dos exponenciales de la curva experimental 
de la figura 80 frente a sus probabilidades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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Fig. 83.- Representaclôn de los residuos obtenldos en el ajuste 
teôrico a dos exponenclales de la curva experimental 
de la figura 82 frente a sus probabllIdades normales 
(apartado 2.11.5.2.2.).
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3.3.- Discusiôn general
Gran parte de los resultados expuestos en êsta memoria se ha 
discutido en su momento. Esto ha sido posible con aquellos aspec 
tos de la investigaciôn realizada cuyo slgnlficado e Interpreta- 
cl6n era patente con los datos partlculares obtenidos en cada ex 
perlmento. Sin embargo, como qulera que una corrects Interpreta- 
cl6n de algunos resultados exige una conslderaclôn de conjunto de 
dos o mâs aspectos de la Investlgaclôn realizada, se dlscuten en 
este apartado algunos aspectos del trabajo llevado a cabo que per 
mlten la integraclôn y exposlclôn conjunta de los mlsmos.
En primer lugar, es necesarlo conslderar los efectos de la 
dlgestlôn trlptlca sobre el tamano del nucleosoma. La figura 18 
pone de manlfiesto que la cromatina, tras una prolongada dlgestlôn 
con tripsina, no da muestras de degradaciôn nucleâsica, ya que su 
electroforêsis révéla la presencia exclusive de bandas de baja 
movllldad correspondlentes a fragmentes de DNA de tamano aparen- 
temente semejante a los présentes en la cromatina nativa. Este 
hecho es importante porque pone de manifiesto que la nucleasa ut^ 
lizada para la obtenciôn de cromatina soluble, que sigue estando 
présente en la muestra dlgerida, no se ha reactlvado durante la 
Incubaciôn con tripsina. La presencia de EDTA a lo largo de todo 
el proceso es seguramente, la causa de que la nucleasa no se reac 
tlve y, en cualquler caso, estos resultados permlten descartar 
que los efectos de la dlgestlôn trlptlca se vean afectados por 
artefactos que tendrlan lugar caso de una actuaclôn slmultânea de 
nucleasa.
En la figura 18, b y c se observa q u e , tras dlgestlôn prolon 
gada con tripsina, la cromatina sigue mantenlendo en clerto modo
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la organizaciôn nucleosomal. Los resultados sugieren que el lîmi^
te de digestiôn con nucleasa de esta cromatina es de 105 p.b. si
bien se manifiestan pausas en la dlgestlôn al alcanzarse tamanos 
de aproxlmadamente 166, 140 y 117 p.b. En cualquler caso, la cro 
matlna dlgerida con tripsina es menos estable a la dlgestlôn con 
nucleasa que la cromatina nativa, como se ha resenado en el apa£ 
tado 3.2.4., pero esto es lôglco si se tlene en cuenta (figura 
33, j) que tras 120 h de hldrôllsls trlptlca no queda ninguna hl£ 
tona Intacta en la cromatina.
A partir de las constantes cinéticas correspondientes al au 
mento de ellptlcldad en estas condiciones, cuya determlnaclôn se 
ha Indicado en el apartado 3.2.6.1., se puede calculer el progre 
so de los dos procesos correspondientes a la primera fase de In- 
cremento de dlcrolsmo en la dlgestlôn trlptlca. Puesto que el 
progreso de dichos procesos exponenclales es 1-e se puede cal
cular fâcllmente que, al cabo de 120 h , el primer proceso ha 
avanzado el 98% de un Incremento final (9^ )^ , mlentras que el segun 
do sôlo ha avanzado un 22%.
Los resultados de estos cSlculos junto con los realizados
para todos los tlempos Indicados en la figura 33, se recogen en 
la tabla VI.
En la figura 33,j, puede observarse que, a las 120 h de co 
menzada la hldrôllsls trlptlca, cuando ya se ha completado vlr- 
tualmente la primera fase de aumento de dlcrolsmo, esté présente 
en la cromatina el péptldo P3 (vease el apartado 3.2.2. para la 
nomenclatura de los péptldos) que, poslblemente corresponds a la 
zona globular de la hlstona Hl, como parece Indlcar la figura 32.
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TABLA VI
Progreso temporal de los dos procesos de incremento defl 280
rrespondientes a la fase observable en la dlgestlôn trlptlca de 
cromatina nativa.
t
(horas)
% del estado final
Proceso 1 Proceso 2
0 0 0
3 9 0.6
6 18 1
22 52 4
29 62 6
46 78 9
54 83 10
69 90 13
94 95 17
120 98 22
168 99 29
Los porcentajes Indicados se ban calculado como (1-e 100 ut^
llzando las constantes y kg calculadas en el apartado 3.2.6.1. 
Las condiciones de dlgestlôn fueron; T =4“C; Trlpslna/DNA=1;600.
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En segundo lugar se encuentra un péptido con movilidad semejante 
a la histona H 4 , que posiblemente corresponde con el identifica- 
do por Bflhm y col. (1980) como el fragmento 12-118 de la histona 
H2A, aunque, como se ha comentado anteriormente, podrla ser tam- 
bién un producto de la ulterior digestiôn del péptido P 4 , proce- 
dente de la histona H 3 . Finalmente se aprecian unos péptidos mal 
resueltos con movilidad superior a la de la histona H 4 , que deben 
corresponder a los fragmentes 18-102 y 20-102 de la histona H 4 , 
identificados por Bôhm y col. (1981).
Dos conclusiones se pueden obtener de la discusién precedente. 
En primer lugar, parece lôgico asociar el primer proceso de la 
primera fase de incremento de dicroismo con la digestiôn de las 
histonas hasta originar la zona globular de la histona Hl, las 
zonas 18-102 y 20-102 de la histona H 4 y la digestiôn de las de- 
més histonas hasta fragmentes correspondientes a sus zonas globu 
lares, aunque éste ültimo aspecto de la conclusiôn no pueda afir 
marse a la vista de la figura 33.
En segundo lugar, hay que destacar el hecho de que, cuando 
el primer proceso ha terminado prScticamente y el segundo - que 
debe estar relacionado con la ulterior digestiôn de las zonas 
globulares segôn se discutirâ mâs adelante - sôlo ha alcanzado el 
22% de su estado final, el limite de digestiôn con nucleasa es 
de aproximadamente 105 p. b . . Teniendo en cuenta el tamano de DNA 
asociado al core nucleosomal, esto significa que, como consecuen 
cia de la digestiôn con tripsina, se hacen accesibles a la nuclea 
sa 40 p.b. Si se considéra la distribuciôn simétrica de las his^ 
tonas a lo largo del DNA, parece lôgico pensar que estos 40 p.b.
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corresponden a 20 a cada extremo del core nucleosomal. Esto pue- 
de justificarse como una disminuciôn en la protecciôn de las regio 
nés 120-140 del core nucleosomal. No es necesario considerar la 
regiôn 0-20 enfrentada a la anterior en la cadena complementaria 
del DNA pues como muestra la figura 2 dicha regiôn no interaccio 
na con histonas. Esta figura révéla también que la regiôn 120-140 
quedarîa desprotegida como consecuencia de la digestiôn de H3 y 
H2A. Mâs concretamente, la histona H3 interacciona con las 10 ba 
ses 3'terminales del DNA nucleosomal pero esta interacciôn debe 
establecerse a través del extremo N-terminal de la histona, ya 
que las zonas globulares de las dos moléculas de H3 del core nu­
cleosomal estân situadas en la parte central del nucleosoma (Klug 
y c o l ., 1980).
Puesto que uno de los dos lugares primarios de digestiôn con 
tripsina en la histona H3 de eritrocitos es el enlace peptfdico 
entre Arg^^ y Lys^^, situado en las proximidades del comienzo de 
la zona globular, la hidrôlisis de dicho enlace facilitarfa el 
acceso de la nucleasa a las 10 bases 3'terminales del DNA. Esto 
justifica la apariciôn (figura 18) del fragmente de aproximadamen 
te 117 p.b., de resistencia media a la nucleasa. Para explicar 
que el limite de digestiôn se sitûe en aproximadamente 105 p.b. 
hay que admitir la desprotecciôn adicional de 10 bases (regiôn 
120-130) en el extremo 3'terminal. Esto impiica la hidrôlisis de 
H2A. La figura 84 muestra la distribuciôn de las zonas globulares 
y regiones terminales de las histonas a lo largo del DNA nucleo 
somal segdn Zinke (1980).
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REGION a n t e r io r
Fig. 8 4 .- Esquema de la ordenaciôn de las regiones terminales y 
globulares de las histonas y del DNA en una de las dos 
mitades simêtricas del core nucleosomal. (Zinke,M., 1980)
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En ella résulta patente que la separaciôn de las zonas globulares 
y regiones terminales de las histonas conduciria, exclusivamen 
te, a la desprotecciôn de 20 p.b. a cada extremo del nucleosoma, 
ya que los aproximadamente 105 p.b. restantes siguen estabiliza- 
dos gracias a las interacciones histona-histona e histona-DNA 
(con ambas cadenas de la doble hélice).
La discusiôn precedente justifica que, en una cromatina di- 
gerida hasta completar el primer proceso, es decir, hasta sepa- 
rar totalmente las zonas globulares de las histonas de sus regio 
nés N-terminales, el limite de digestiôn con nucleasa sea de al- 
rededor de 105 p.b. y que se produzca una pausa a, aproximadamen 
te, 117 p.b. Pero en este momento cabe preguntarse por quê siguen 
presentândose pausas en la digestiôn a alrededor de 166 y 140 p.b. 
(Figura 18). La apariciôn de un fragmente parcialmente résistan­
te de aproximadamente 166 p.b. - que se ha identificado previamen 
te (3,2.4.) como équivalente al cromatosoraa - cuando la histona 
Hl ha quedado reducida a su zona globular, impi ica una cierta pro 
tecciôn a 10 p.b. adicionales a cada extremo del core nucleosomal. 
Esta conclusiôn es compatible con la localizaciôn que se atribu- 
ye a la zona globular de la histona Hl y con los resultados obteni 
dos por Allan y col. (1980) ya mencionados en el apartado 1.2.2., pa 
rrafo 8 s .
Finalmente, la apariciôn de un fragmente parcialmente resi£ 
tente con tamano semejante al del core nucleosomal puede justify 
carse si se tiene en cuenta que los restes de la regiôn N-term_i 
nal de H3, aûn separados de su zona globular por proteôlisis pue 
den seguir interaccionando con el DNA de la regiôn 130-140.
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En este momento se pueden discutir ya los expérimentes de 
digestiôn con DNasa I recogidos en el apartado 3.2.3. Como se ha 
indicado en él, la variaciôn mâs importante en los productos de 
digestiôn con DNasa I se dan tras las primeras 3 h de incubaclôn 
con tripsina (figura 35).
En los geles correspondientes a 4,5 h. y 6,5 h de incubaciôn 
con tripsina ya no se aprecian bandas resistentes a DNasa I de 
tamano superior a las 40 bases. La figura 34 muestra que este 
tiempo corresponde precisamente al de conversiôn de las histonas 
en sus zonas globulares, con la excepciôn de la histona Hl, de la 
que aûn queda una cantidad sustancial de los productos interme- 
dios de digestiôn PI y P2. La comparaciôn de las figuras 33 y 34 
junto con los câlculos indicados en la tabla VI indica que después 
de 6,5 h de digestiôn con tripsina en las condiciones experimen 
taies indicadas en la figura 34, el primer proceso de elevaciôn 
de dicroismo circular habrfa alcanzado un 60-80% de su estado f^ 
n a l . No pueden hacerse câlculos exactos por cuanto no se determ^ 
naron las constantes cinéticas en los experimentos de digestiôn 
a 13“C dado el nûmero relativamente bajo de puntos expérimentales. 
No obstante, se puede hacer una estimaciôn aproximada a partir 
del valor de 5,5 x 10 ^min ^ determinado a 4®C y relaciôn
tripsina/DNA de 1/600 (3.2.6.1.), teniendo en cuenta la influen- 
cia de la temperatura en la actividad de la tripsina (vease 3.2. 
1.2.). Como consecuencia de esta estimaciôn se obtiene un valor 
de kj^—  3 X 10 ^ min ^ para la digestiôn a 13°C y relaciôn tripsl^ 
na/DNA de 1:300 que, introducido en la correspondiente ecuaciôn 
(vease tabla V I ) , dâ como resultado un progreso del primer proce
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so de aproximadamente un 70%, compatible con la estimaciôn ante­
rior.
En cualquier caso, al cabo de 6,5 h de digestiôn con trips 1^ 
na (13®, relaciôn 1:300) puede admitirse que el primer proceso, 
aunque no finalizado, se encuentra ya bastante avanzado. A la vis 
ta de las consideraciones anteriores, esto significa que los ex- 
tremos del core nucleosomal (20 p.b. a cada lado) estân parcialmen 
te desprotegidos.
Lutter (1979) ha determinado las constantes cinéticas de di^  
gestiôn con DNasa I en los 13 sitios susceptibles, espaciados de 
10 en 10 bases del DNA del core nucleosomal. Segdn los valores de 
accèsibilidad a la DNasa I; estas constantes varian en el orden
(10) = (50) > ( 130)» (40)»(20)>> (120) >>(100) > (90) = (70)>> (60)> 
(30)>>X80) = (13)
En primera aproximaciôn, este orden de susceptibilidad pue­
de tomarse como vâlido para el core nucleosomal de eritrocitos 
de polio, ya que, aunque las investigaciones de Lutter se lleva- 
ron a cabo con nucleosomas de hlgado de rata, la estructura del 
core nucleosomal es bastante conservative.
Admitiendo, pues, la validez de la serie expuesta, y tenien 
do en cuenta que la desprotecciôn de las regiones 0-20 y 120-140 
incrementaria mucho la rotura con DNasa I en las posiciones 10,
20, 120 y 130, los sitios preferentes de hidrôlisis con DNasa I 
en la cromatina digerida con tripsina serân las posiciones 50 y 
40; en principio, si la accèsibilidad a la DNasa I en las posicio 
nés internas no se modificara tras la digestiôn con tripsina, to
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do s los demâs sitios potenciales serian muy poco susceptibles a 
la DNasa I en comparaciôn con los dos indicados. No parece ser 
ëste el caso, ya que no se obtiene (figura 35) el fragmento de 70 
bases (50-120) que serla de esperar a la vista del razonamiento 
precedente y se obtiene uno de 30 bases y otro de 40 cuya proce- 
dencia no tiene justificaciôn. Hay que admitir, pues, q u e , como 
consecuencia de la digestiôn con tripsina varia la susceptibili­
dad de algûn sitio a la hidrôlisis con DNasa I. Este sitio podria 
ser la posiciôn 90. En efecto admitiendo esta hipôtesis se puede 
justificar la procedencia de los tres fragmentos observados. El 
fragmento de 20 bases serla mayoritariamente el 20-40; el de 30 
bases podrla procéder de la regiôn 90-120 y el de 40 corresponde 
ria a la zona 50-90. Hay que advertir, sin embargo, que el hecho 
de que no se obtengan fragmentos mayores no sôlo exige el incre­
mento especffico de suceptibilidad en la posiciôn 90, sino tam- 
biën exige un incremento generalizado en la digestibilidad con 
DNasa I.
Las posibles causas de este incremento generalizado en acce 
sibilidad se discutirân mas adelante. Ahora puede mencionarse que 
la histona H3 protege la posiciôn 90 (Shick y col., 1980), lo que 
significa que el incremento especffico en la accèsibilidad de la 
DNasa I, puede relacionarse con el hecho de que ësta histona es 
la que mas râpidamente se dégrada por la tripsina, excepciôn he- 
cha de las muy ricas en lisina.
Para terminar la discusiôn es précise aumentar los resulta­
dos obtenidos al determinar el aumento de la elipticidad a 280 nm 
en el transcurso de la digestiôn trfptica.
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Los experimentos descritos en el apartado 3.2.6.1. ponen de 
manifiesto que al digerir cromatina con tripsina en condiciones 
muy suaves (T=4“C; relaciôn tripsina/DNA = 1:1000) se aprecia una 
disminuciôn en el dicroismo en los primeros instantes de la reac 
ciôn. Este efecto debe atribuirse a la presencia de las histonas 
H1/H5, ya que no se observa en cromatinas desprovistas de ellas.
Como ya se ha indicado en el apartado 3.2.6.1, el dicroismo 
alcanza el valor inicial a las 8 h de digestiôn y a partir de 
entonces aumenta normalmente. Para interpretar ëste fenômeno a ni^  
vel de la estructura de la cromatina habrâ, pues, que tener en 
cuenta los cambios que se aprecian en las histonas en el periodo 
0-8 h de incubaciôn. La figura 31 révéla que, en este periodo, 
desaparece la histona Hl para dar lugar a unos pëptidos de alto 
peso molecular precursores del pëptido Pl. Este, a su v e z , ya es 
visible a las 8 h de digestiôn, tiempo en el que, incluso, pue­
de apreciarse una pequeha proporciôn de P2. Es sorprendente que 
la escisiôn de una pequena regiôn de los extremos N- ô C-termina 
les de la histona Hl produzca tal efecto, pero dado el tamano del 
pëptido PI es obvio que la digestiôn de la histona Hl se comien- 
za a producir en alguna regiôn o regiones muy prôximas a sus ex­
tremos. Es évidente que los datos obtenidos no permiten decidir 
sobre la causa exacta de la disminuciôn de dicroismo, pero hay que 
destacar que recientemente (Barbero,J.L., Montero,F. y Franco,L. 
manuscrito en preparaciôn) se ha demostrado que la digestiôn trÎ£ 
tica de las regiones N- y C-terminales de la histona Hl conducen 
a un cambio estructural de su zona globular hacia una conformaciôn 
mas relajada. Si esto ocurre también en la cromatina el cambio
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conformacional de la zona globular de Hl que interacciona proba- 
blemente con la regiôn 70 del core nucleosomal y con el DNA situa
do a ambos extremos podria a su vez inducir un cambio en el DNA
nucleosomal que se tradujera en la disminuciôn ^280"
Los experimentos recogidos en el apartado 3.2.6.2. exigsn uni
comentario mâs detallado. Estâ claro que el incremento de dicroi^ 
mo es consecuencia de la pérdida de estructura terciaria del DNA 
en la cromatina para ir adquiriendo la caracteristica estructura 
B del DNA en disoluciôn.
Como se ha indicado en 3.2.6.2.1. el incremento de dicroismo) 
transcurre en dos fases, aunque la segunda no es siempre observa 
ble y comienza una vez completada la primera. En cierto modo pue 
de hablarse de cooperatividad en el aumento de dicroismo, de for 
ma que es absolutamente necesario que se dé la primera fase para 
que pueda tener lugar la segunda. Es évidente que la pérdida de 
estructura que se da en la segunda fase supone la previa deses- 
tructuraciôn que ocurre en la primera, lo que implica que les en 
laces peptidicos cuya hidrôlisis es responsable de la segunca fa 
se sôlo se hacen accesibles a la hidrôlisis triptica cuando se 
ha completado la hidrôlisis de los enlaces responsables de ]a pr£ 
mera fase de incremento de 19 280'
La primera fase - la ûnica que se ha estudiado - estâ forma 
da por dos procesos que comienzan desde el principio de la cige£ 
tiôn triptica, aunque sus parâmetros cinéticos sean diferentes.
Las constantes cinéticas de pseudo-primer orden determinadas 
corresponden, estrictamente hablando, a la pérdida de estructura 
terciaria del DNA de la cromatina como consecuencia de la dfges-
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tiôn triptica de las histonas. Estas constantes deben guardar aj^  
guna relaciôn con las correspondientes a la hidrôlisis de los en 
laces peptidicos pero a priori no tienen por qué ser iguales. En 
efecto, la rotura de algunos enlaces peptidicos - como lo que con 
duzcan a la separaciôn de las zonas globulares y las regiones N- 
terminales de las histonas - puede conducir a una elevaciôn rela 
tivamente grande del dicroismo, mientras que la hidrôlisis de 
otros enlaces puede tener poca o ninguna influencia sobre la ele 
vaciôn del dicroismo.
La comparaciôn de los resultados recogidos en los apartados 
3.2.5. y 3.2.6. muestra que tal suposiciôn es correcta. En efec­
to, en la digestiôn triptica de cromatinas a 26°C con una relaciôn
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tripsina/DNA de 1:300 se ha obtenido una constante de 4.6 x 10
-1 - 3 - 1min por titulaciôn automâtica y de 2,2 x 10 min a partir de
la elevaciôn del dicroismo. El hecho de que la constante obtenida
por titulaciôn automâtica sea la mayor es consecuencia de que la
ruptura de enlaces peptidicos es causa y no consecuencia de la
elevaciôn de dicroismo.
El hecho de que en ambos casos las curvas expérimentales se 
ajusten a un ûnico proceso exponencial puede deberse, ademâs de 
las razones aducidas en 3.2.6.2., al hecho de que, al menos cuan 
do se sigue la digestiôn por la elevaciôn de dicroismo, en los 
casos en que se detectan dos procesos, las dos constantes tienen 
un valor muy prôximo en ausencia de ClNa (tabla IV).
La variaciôn de las constantes y kg con la fuerza iônica,
que se aprecia en la tabla IV, puede obedecer a dos motivos:
a) Variaciôn en la accèsibilidad de la tripsina impuesta por
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las variaciones estructurales de la cromatina inducidas 
por el cambio de fuerza iônica.
b) Diferencias en la suceptibilidad de los enlaces peptidi­
cos en la digestiôn triptica. La variaciôn de fuerza iô­
nica puede modificar esta suceptibilidad por dos causas. 
En primer lugar por inducir cambios conformacionales en 
las histonas que modifiquen la resistencia de algunos en 
laces peptidicos; por otra parte, por modificar la cons­
tante de interacciôn histona-DNA con la subsiguiente va­
riaciôn en la protecciôn ejercida por el DNA sobre una 
regiôn de la histona que interaccione con él.
A la vista de estas consideraciones, es lôgico que la inter 
pretaciôn de la dependencia de y kg con respecto a la fuerza 
iônica sea dificil de explicar. No obstante, se pueden formuler 
algunas hipôtesis.
En primer lugar hay que preguntarse por el significado de la 
existencia de dos procesos exponenciales en la primera fase del 
aumento de dicroismo. Una primera posibilidad séria que ambos pro 
cesos fueran consecutivos aunque no cooperativos. Esta posibili­
dad viene representada por el siguiente esquema:
kl kg
Estado inicial ----  Estado intermedio ----- Estado final
^ 280  ^ ^ 28o)
Segûn este esquema el que se dé el segundo proceso exige que 
se haya dado el primero pero no en la totalidad de la fibra de 
cromatina, ya que en ese caso el proceso 2 no comenzaria hasta 
transcurrido el tiempo necesario para completar el primero en la
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totalidad de la cromatina. Este modelo, sin embargo, es dificil 
de admitir. En efecto, y ©g representarian entonces la "exten 
siôn" (medida en términos de incremento de © ggg) de los procesos 
1 y 2 respectivamente. La tabla IV muestra que ©j^ y ©g varian con 
la fuerza iônica, lo cual implica que la estructura del "estado 
intermedio" variaria con la fuerza iônica. Ante la imposibilidad 
de définir en que consistiria dicho estado intermedio, la hipôte 
sis puede desecharse.
La segunda posibilidad séria el que ambos procesos se dieran 
simultâneamente correspondiendo el primero al incremento de di­
croismo que résulta de la digestiôn de unos determinados enlaces 
peptidicos y el segundo al aumento de dicroismo como consecuencia 
de la hidrôlisis de otra serie de enlaces peptidicos. Ambas se­
ries de enlaces peptidicos serian accesibles desde el principio 
y su hidrôlisis independiente, aunque las constantes cinéticas 
sean distintas.
Tomando como punto de partida esta segunda hipôtesis puede 
elaborarse una serie de comentarios sobre la influencia de la 
fuerza iônica sobre los valores de las constantes cinéticas.
En las figuras 85 y 86 se recogen las variaciones de y kg 
respectivamente con la concentraciôn de ClNa; aunque la activi­
dad de la tripsina varia poco con la fuerza iônica en el interva 
lo utilizado (apartado 3.2.1.3.) los valores de kj^  y kg de las 
tablas IV y V se han corregido con los factores dados en la tabla 
III.
Anteriormente se ha adelantado que el primer proceso debe co 
rresponder a la separaciôn proteolîtica de las zonas globulares
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Fig. 84.- Variaciôn de la constante con la fuerza iônica repre
sentada por la concentraciôn de ClNa.
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Fig. 86.- Variaciôn de la constante con la fuerza iônica repre
sentada por la concentraciôn de ClNa.
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y las regiones N-terminales de las histonas (y C-terminales en el 
caso de Hi y H5) . Los valores de en la cromatina nativa des- 
cienden en el intervalo de concentraciôn 20-60 mM, es decir, cuan 
do se organiza el solenoide (Thomma y col., 1979). Esta disminu­
ciôn es coherente con la hipôtesis, sobre todo si se tiene en cuen 
ta que en el solenoide las zonas globulares de HI quedan alojadas 
en el hueco central y las caras mas planas de los nucleosomas en 
contacte. También es coherente con el hecho de que, en casi todos 
los valores de fuerza iônica, sea mayor en la cromatina despro 
vista de histonas H1/H5, que no adquiere una superestructura re­
gular, aunque la disminuciôn de en este caso entre 10 y 60 mM 
indica que la cromatina desprovista de histonas muy ricas en lisi^ 
nas también se compacta al aumentar la fuerza iônica.
La elevaciôn de kj^  que tiene lugar a fuerzas iônicas muy ba 
jas es mâs dificil de explicar, pero podria deberse a la disminu 
ciôn de la constante de interacciôn entre las regiones N-termina 
les de las histonas y el DNA, lo que aumentaria la suceptibilidad 
de dichas regiones a la acciôn de la tripsina.
La figura 86 pone de manifiesto que, en la cromatina nativa 
kg no varia apenas en el intervalo de concentréeiôn de ClNa 20- 
100 mM. En este intervalo se dâ precisamente la formaciôn del so 
lenoide, lo que signifies que kg, en principio, no se ve afecta- 
da por la superestructura de la cromatina. Sin embargo, kg dismi 
nuye bruscamente en el intervalo de concentraciôn salina 0-20mM, 
lo que indica que este segundo proceso se dificulta al aumentar 
la fuerza iônica en este intervalo. Strâtling (1979) ha observado 
que al aumentar la concentréeiôn de ClNa entre 0 y 20 mM se dâ un
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camblo conformacional en oligonucleosomas detectable por ultracen 
trifugaciôn. Este cambio no parece deberse a la adquisiciôn de 
superestructura ya que se aprecia incluso en trinucleosomas inca 
paces de formar una superestruetura ordenada (Strâtling, 1979)- 
Por tanto, puede pensarse que el cambio observado por Strâtling 
se debe a una cierta compactaci6n del nucleosoma. Esto es compa­
tible con la posibilidad de que el segundo proceso de elevaciôn 
de dicroismo corresponde a la digestiôn de las zonas globulares 
de las histonas, hipôtesis que estarfa también de acuerdo con los 
datos aportados en la figura 33 y la tabla VI. Finalmente, el he 
cho de que no coïncida el valor de kg determinado en cromatina 
desprovista de H1/H5 con el h a 11ado en la cromatina nativa es jus 
tificable si se tiene en cuenta que las regiones N- y C-termina 
les de la histona Hl se extienden a lo largo de todo el DNA nucleo 
somal (Belyavsky y col., 1980).
Las hipôtesis anteriores sobre la naturaleza de los dos pro 
cesos observados en la primera fase del aumento de dicroismo pue 
den explicar también el incremento generalizado en la accesibili^ 
dad de la cromatina a la DNasa I, como consecuencia de d.a d i ges­
tiôn triptica que se ha puesto antes de manifiesto. En efecto, el 
incremento de dicroismo asociado con el primer proceso, g ^ , reve 
la que la estructura del nucleosoma se relaja como consecuencia 
de la digestiôn triptica de las regiones N-terminales de las his 
tonas. Es dudoso que esta elevaciôn de dicroismo se debe solamen 
te a la pérdida de superestructura de la cromatina, ya que 9 280 
varia relativamente poco en el intervalo de concentraciones de 
ClNa en el que se producen cambios en la superestructura (Figura 26)
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por lo que puede admitirse con cierta segurldad que Q estâ rela 
cionado con la relajaciôn de la estructura nucleosomal, lo que 
permitirla un acceso generalizado a la DNasa I. Por otra parte, 
la tabla IV muestra que el valor de 9 ^ , cuando la digestiôn trÎ£ 
tica se lleva a cabo en presencia de ClNa 60mM es aproximadamente 
la mitad del valor que alcanza en ausencia de ClNa. De acuerdo 
con la presente interpretaciôn, esto significaria que la relaja- 
ciôn de la estructura nucleosomal como consecuencia de la diges­
tiôn triptica es menor cuando se realiza en presencia de sal que 
cuando se realiza en su ausencia; esto justificaria a su vez el 
hecho de que tras la digestiôn con DNasa I se obtengan fragmentos 
mas resistentes cuando la degradaciôn triptica se ha realizado en 
presencia de ClNa 60mM (Figuras 35 y 36).
QUeda por comentar el signifIcado de la segunda fase de ele 
vaciôn de dicroismo que se aprecia en las digestiones realizadas 
en medios de fuerza iônica muy baja (figuras 48 y 49) y que, por 
las razones indicadas en el apartado 3.2.6.2.1. debe producirse, 
aunque a un tiempo mas tardio y, por consiguiente, no observado, 
en todos los casos.
Lilley y Tatchell (1977) observaron que aûn cuando la diges 
tiôn triptica de los cores nucleosomales ha progresado hasta el 
punto de que sôlo son observables trazas de los fragmentos 18-102 
y 20-120 de la histona H 4 , el dicroismo de la cromatina residual 
no llega a ser el del DNA puro. Esto implica que, la digestiôn de 
las zonas globulares, que se juzga responsable del segundo proce 
so de la primera fase debe ir seguida de una ulterior digestiôn 
en las zonas globulares residuales que darian cuenta de la segun
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da y definitiva fase de elevaciôn de dicroismo. Es évidente que 
ésta ulterior digestiôn requiere que se haya dado primero la d i ­
gestiôn inicial, lo que justifica que la segunda fase sôlo comien 
ce c uando se ha completado la primera.
CONCLUSIONES
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El objeto del presente trabajo ha sido la obtenciôn de datos 
acerca de la estructura de la cromatina de eritrocito de polio y 
de la funciôn que desempenan las histonas ricas en lisina en el 
mantenimiento de dicha estructura. Para ello se han estudiado los 
efectos de la digestiôn con tripsina de cromatina nativa y despro 
vista de histonas H1/H5. A lo largo de las investigaciones resena 
das en esta memoria se han obtenido las siguientes conclusiones:
1.- Las histonas ricas en lisina (Hl y H5) son las mas suceptibles 
en la cromatina de eritrocito de polio, a la hidrôlisis trip­
tica. La histona Hl da lugar, secuencialmente por proteôlisis, 
a tres péptidos: PI, P2 y P3. El péptido PI posee una mo v i l i ­
dad electroforética anâloga a la de la histona H5, el P3 migra 
como la histona H 3 y el P2 posee una movilidad electroforética 
int e r m e d i a .
2.- De las histonas internas, la H3 es la mas suceptible a la h i ­
drôlisis y origina el péptido P4 cuya movilidad electroforét^ 
ca, comprendida entre la de las histonas H2A y H 4 , es semejan 
te a la del péptido PI identificado por Weintraub y Van Lente 
en 1974.
3.- La digestiôn de la cromatina con tripsina trae como consecuen 
cia la progresiva pérdida de la estructura terciaria del DNA 
para ir adquiriendo la caracteristica estructura del DNA en 
disoluciôn, como se deduce del espectro de dicroismo circular 
en la zona del ultravioleta prôximo, en el que es visible la 
pérdida del minimo existente en la zona 290-320 nm, la desapa
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riciôn del hombro a 273 nm y el desplazamiento del mâximo a 
280 nm hacia 275 nm.
4.- Durante el proceso de proteôlisis tiene lugar un incremento 
de la elipticidad mâxima hasta llegar a alcanzar, una vez fi­
nalizado este, el valor caracteristico del DNA libre. En los 
primeros momentos de incubaciôn triptica, cuando ésta se rea­
liza en condiciones muy suaves, se aprecia una disminuciôn de 
la elipticidad mâxima que se relaciona con la proteôlisis de 
las histonas ricas en lisina, como lo indica el hecho de que 
éste efecto esté ausente en la digestiôn triptica de cromati­
na desprovista de estas histonas.
5.- La constante cinética de hidrôlisis de los enlaces peptidicos 
obtenida por titulaciôn automâtica, es dos veces superior a 
la constante de desectructuraciôn del DNA nucleosomal obteni­
da por dicroismo circular. Este hecho se relaciona con el nexo 
causal que ha de existir entre ambos fenômenos.
6.- El incremento de elipticidad molar a 280 nm ocaslonado como 
consecuencia de la pérdida de la estructura terciaria del DNA 
transcurre en dos fases. La segunda fase comienza ûnicamente 
cuando se ha completado la primera; por tanto, es necesario 
que se hidrolicen los enlaces peptidicos suceptibles durante 
la primera fase de incremento del dicroismo para que puedan 
romperse los enlaces peptidicos cuya hidrôlisis ocasiona la 
desectructuraciôn del DNA propio de la segunda fase.
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7.- L a  primera fase mencionada anteriormente estâ integrada por 
dos procesos que comienzan simultâneamente y que poseen p a r â ­
m e t r o s  cinéticos distintos segûn se deduce de los ajustes teô 
ricos obtenidos.
8.- El primer proceso de desectructuraciôn del DNA regido por la 
constante se produce como consecuencia de la separaciôn pro 
teolîtica de las zonas globulares y las regiones N-terminales 
de las histonas (N y C-terminales en el caso de las histonas 
Hl y H 5 ) . Como lo indica el anâlisis e l e c t r o forêtico de los 
pép t i d o s  présentes al finalizar ésta etapa, y los resultados 
o b tenidos por hidrôlisis con nucleasa de micrococo y DNasa I.
9.- La interacciôn entre las zonas N-terminales de las histonas y 
el DNA se débilita al aumentar la fuerza iônica en el interva 
lo de concentraciôn de ClNa de 0 a 20 mM  como se deduce del 
incremento de las constantes obtenidas en incubaciones trip 
ticas de cromatina realizadas en presencia de esas concentra- 
c iones salinas.
10.- L a s  zonas N-terminales de las histonas resultan menos ac c e s i ­
bl e s  a la tripsina en el intervalo de fuerzas iônicas c o r r e s ­
pondientes a concentraciones de ClNa de 20 a 100 mM; esta pro 
tecciôn es debida a la formaciôn de superestructura en la fi­
bra cromosomal que estâ descrito que se produce en ese inter­
va l o  de concentréeiones salinas (Thoma y col., 1979).
11.- La cromatina digerida con tripsina es menos estable a una pos^ 
terior hidrôlisis con nucleasa de micrococo que la nativa. El
-204-
1imite de digestiôn con nucleasa de un digerido triptico en el 
cual se ha completado el primer proceso de la primera fase de 
elevaciôn de dicroismo y en el que, por lo tanto, solo estân 
présentes las zonas globulares de las histonas es de aproxima 
damente 105 p.b., si bien se manifiestan pausas en la diges­
tiôn al alcanzarse tamahos de alrededor de 166, 140 y 117 p.b. 
Ello indica que durante este periodo la organizaciôn nucleoso 
mal se mantiene en cierto grado.
12.- Las zonas N-terminales de las histonas no son estrictamente 
necesarias para protéger la longitud de DNA correspondiente 
del core nucleosomal como se deduce de la pausa de 140 p.b. 
obtenida por digestiôn con nucleasa del digerido triptico en 
que se encuentran ausentes dichas zonas.
13.- La zona globular de la histona Hl es capaz de protéger 10 p.b.
adicionales a cada extremo del DNA del core nucleosomal como 
lo indica el hecho de encontrarse présente un fragmento de 
166 p.b. al digerir" con nucleasa un digerido triptico en el 
que la histona Hl habia perdido ya sus zonas N y C-terminales.
14.- El incremento de dicroismo asociado con el primer proceso,9j^,
révéla que la estructura del nucleosoma se relaja como conse­
cuencia de la hidrôlisis triptica de las zonas N-terminales 
de las histonas. La presencia de sales en el medio de incuba­
ciôn, ClNa 60 mM, reduce el grado de dicha relajaciôn aproxi­
madamente a la mitad como lo denotan los valores respectives 
de 0^ '
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15.- La digestiôn de cromatina con tripsina provoca un aumento ge 
neralizado en la sensibilidad del DNA del digerido a la DNasa 
I. Cuando la incubaclôn con DNasa I se realiza en un digerido 
triptico que se encuentra en la fase final del primer proce­
so descrito de proteôlisis, el incremento de sensibilidad in 
dicado anteriormente es, en especial, patente en la posiciôn 
90 del DNA del core nucleosomal, como lo indica el anâlisis 
de la distribuciôn de fragmentos de DNA obtenida en êstas con 
diciones.
16.- El segundo proceso de aumento de dicroismo regido por la con^ 
tante kg se origina por la proteôlisis parcial de las zonas 
globulares de las histonas como se desprende de las altera- 
ciones observadas en el valor numérico de la constante kg al 
modificar la fuerza iônica del medio de incubaciôn. La ûltima 
parte, o segunda fase, de incremento de dicroismo corresponde 
a la proteôlisis total de las zonas globulares, ya que, en 
los casos en que se ha observado ësta segunda fase, su culm^ 
naciôn ha dado lugar a valores de elipticidad prôximos a los 
caracterlsticos del DNA libre.
17.- La digestiôn triptica de cromatina desprovista de histonas Hl 
y H 5 trae también como consecuencia la pérdida de estructura 
terciaria del DNA. Dicha desectructuraciôn ocurre, del mismo 
modo que en el caso de cromatina nativa, en dos fases. La pr_i 
mera fase estâ formada a su vez por dos procesos que comien­
zan simultâneamente y que poseen parâmetros cinéticos distin 
t o s .
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18.- Las constantes y kg que rlgen los dos procesos toman valo 
res numéricos distintos segûn la concentraciôn salina presen 
te en el medio utilizado para la digestiôn triptica de ésta 
cromatina. La constante k ^ , en el intervalo de concentraciôn 
de ClNa de 0 a 20 mM, posee valores superiores a los obteni­
dos en los experimentos anâlogos realizados en cromatina na­
tiva. Esto révéla que las histonas ricas en lisina son espa­
ces de protéger las regiones N-terminales de las histonas in 
ternas frente al ataque proteolltico.
19.- La cromatina desprovista de histonas Hl y H5 es capaz de ad- 
quirir superestructura como lo indica la disminuciôn experi- 
mentada por la constante k^ en el intervalo de concentraciôn 
de ClNa de 10 a 100 mM, aunque los valores k^ obtenidos para 
esta cromatina en dicho intervalo de fuerzas iônicas son li- 
geramente superiores a los correspondientes de cromatina na­
tiva. La estructuraciôn en niveles superiores de organizaciôn 
de la cromatina desprovista de histonas ricas en lisina ha 
sido descrita, en el intervalo de fuerzas iônicas citado, por 
Thoma y col., en 1979.
20.- La interpretaciôn del significado de las fases y proceso de 
desectructuraciôn del DNA en el caso de digestiones tripticas 
de cromatina desprovista de histonas Hl y H5 es anâloga a lo 
ya mencionado en cromatina nativa, excepciôn hecha de los da 
tos particulares concernlentes a la presencia de éstas histo 
n a s .
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